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El desarrollo  y maduración cardiacos son procesos complejos que incluyen cambios en el metabolismo 
de los cardiomiocitos para asegurar la producción suficiente de ATP requerida para una contracción 
eficaz tras el nacimiento. Se ha descrito anteriormente que la formación del corazón transcurre a bajas 
concentraciones de oxígeno (hipoxia) y que los Factores Inducibles por Hipoxia (HIFs) juegan un papel 
importante en el desarrollo del sistema cardiovascular. Sin embargo, existe gran controversia en el 
campo sobre los procesos de la cardiogénesis regulados por hipoxia y se desconocen los mecanismos 
moleculares que conectan la señalización de HIF con la correcta formación y función cardiaca. 
En esta Tesis Doctoral se ha determinado que existe una distribución dinámica y heterogénea de la 
subunidad alfa de HIF1 en el miocardio embrionario, que se correlaciona con diferentes programas 
metabólicos. En etapas tempranas del desarrollo existe una expresión homogénea de HIF1α en todo el 
miocardio, que progresivamente se va restringiendo al miocardio compacto (MC) y queda 
prácticamente excluida de las trabéculas en etapas centrales de la cardiogénesis (E12.5). Esta 
heterogeneidad en la distribución de HIF1 está asociada al establecimiento de dos compartimentos 
metabólicos, con un programa glucolítico en el MC frente a un enriquecimiento en el contenido y 
actividad mitocondrial en las trabéculas. A E14.5 los niveles de HIF1α se reducen dramáticamente en el 
MC coincidiendo con un cambio en el programa metabólico del mismo, que pasa de glucolítico a 
oxidativo.  
La deleción de Vhl, principal regulador negativo de la ruta de hipoxia, en progenitores cardiacos NKX2.5+ 
previene la bajada en los niveles de HIF1 en el MC y resulta en su expresión ectópica en las trabéculas, 
causando la pérdida de los compartimentos metabólicos, un incremento del programa glucolítico y una 
marcada disminución del contenido y actividad mitocondrial. Estas alteraciones metabólicas están 
asociadas a un severo adelgazamiento del MC, expresión reducida de genes de contracción y conducción 
y disfunción cardiaca. Además, la deleción simultánea de Hif1a y Vhl rescata el fenotipo metabólico y 
los defectos estructurales observados en el mutante simple de Vhl, pero no la letalidad embrionaria, 
apuntando a nuevas funciones de VHL independientes de HIF1 durante la cardiogénesis. Por otro lado, 
los mutantes simples para Hif1a en progenitores NKX2.5+ sufren una patente inhibición de la vía 
glucolítica, pero presentan adaptaciones metabólicas que incluyen un desarrollo precoz de la red 
mitocondrial a E12.5 y cambios de expresión génica compatibles con un incremento en el catabolismo 
de aminoácidos, siendo viables y no mostrando alteraciones morfológicas ni funcionales del corazón.   
En conjunto, estos resultados revelan una nueva conexión entre el metabolismo y la maduración de los 
cardiomiocitos y establecen la importancia del  eje  VHL/HIF en la regulación de la bioenergética cardiaca 




















Cardiac development and maturation are complex processes that include changes in the metabolism of 
cardiomyocytes to ensure sufficient production of ATP required for effective contraction after birth. It 
has been previously described that heart formation occurs at low oxygen concentrations (hypoxia) and 
that Hypoxia Inducible Factors (HIFs) play an important role in the development of the cardiovascular 
system. However, there is considerable controversy in the field about the processes of cardiogenesis 
regulated by hypoxia and the molecular mechanisms that link HIF signaling with proper cardiac function 
and formation are unknown. 
In this Doctoral Thesis it has been determined that there is a dynamic and heterogeneous distribution 
of the alpha subunit of HIF1 in the embryonic myocardium that correlates with different metabolic 
programs. In the early stages of development, there is a homogeneous expression of HIF1α throughout 
the myocardium, progressively restricted to compact myocardium (CM) and virtually excluded from 
trabeculae in central stages of cardiogenesis (E12.5). This heterogeneity in the distribution of HIF1 is 
associated with the establishment of two metabolic compartments, with a glycolytic program in the CM, 
against an enrichment in the mitochondrial content and activity in the trabeculae. At E14.5 the levels of 
HIF1α are reduced dramatically in the CM coinciding with a change in its metabolic program, which shift 
from glycolytic to oxidative. 
Deletion of Vhl, the main negative regulator of the hypoxia pathway, in NKX2.5+ progenitors prevents 
the reduction of HIF1 levels in the CM and results in its ectopic expression in the trabeculae, causing 
loss of metabolic compartments, an increase in the glycolytic program and a marked decrease in 
mitochondrial content and activity. These metabolic alterations are associated with severe thinning of 
the CM, reduced expression of contraction and conduction genes and cardiac dysfunction. In addition, 
the simultaneous deletion of Hif1a and Vhl rescues the metabolic phenotype and structural defects 
observed in the simple Vhl mutant, but not embryonic lethality, suggesting new VHL functions 
independent of HIF1 during cardiogenesis. On the other hand, the simple mutants for Hif1a in NKX2.5+ 
progenitors undergo a clear inhibition of the glycolytic pathway, but display metabolic adaptations that 
include an early development of the mitochondrial network by E12.5, and changes on gene expression 
compatible with an increased catabolism of amino acids, being viable and showing no morphological or 
functional alterations of the heart. 
Taken together, these results reveal a new connection between metabolism and maturation of 
cardiomyocytes and uncover the importance of the VHL/HIF axis in the regulation of cardiac 
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Durante la escritura de esta Tesis Doctoral se han referido los símbolos de los genes en cursiva con la 
primera letra en mayúsculas y los símbolos de las proteínas sin cursiva y en mayúsculas. Asimismo, se 
han empleado las siguientes abreviaturas: 
AD: Aurícula derecha 
AG: Ácidos grasos 
AI: Aurícula izquierda 
BNIP3: Proteína 3 de interacción con BCL2 
BrdU: 5-bromo-2-desoxiuridina 
CAT: Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
ChIP: Inmunoprecipitación de cromatina 
CoA: Coenzima A 
COX4: Subunidad 4 de la Citocromo c Oxidasa 
CX40: Conexina 40 
DAB: 3,3’-diaminobencidina 
DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol 
DHR: Dihidrorodamina 
EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 
EPDCs: Células derivadas del epicardio 
FHF: Campo cardiaco primario 
GLUT: Transportador de glucosa 
HIF: Factor inducible por hipoxia 
HRE: Elemento de respuesta a hipoxia 
LDHA: Lactato deshidrogenasa 
MC: Miocardio compacto 
MET: Microscopía electrónica de transmisión 
aMHC: Cadena pesada de la miosina alfa 
Mlc2v: Cadena ligera de la miosina 2v 
mPTP: Poro de transición de permeabilidad 
mitocondrial 
mTOR: Diana de la rapamicina de mamíferos 
MXI1: Proteína de interacción con Max 1 
NIX: Proteína tipo 3 de interacción con BCL2 
NKX2.5: Gen NK2 homeobox 5 
O2: Oxígeno molecular 
ODD: Dominio de degradación por oxígeno 
PA: Potencial de acción 
PDK1: Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 
PFA: Paraformaldehído 
PGC1α: Coactivador del receptor peroxisomal 
gamma 1 alfa 
PHD: Prolil-hidroxilasa 
PO2: Presión arterial de oxígeno 
qPCR: PCR cuantitativa 
RMN-1H: Resonancia magnética nuclear de 
protón 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
SC: Sistema de Conducción 
SCVP: Sistema de Conducción ventricular 
periférico 
SHF: Campo cardiaco secundario 
SIV: Septo interventricular 
SP1: Factor de transcripción SP1 
TAG: Triacilglicéridos 
TBX5: Gen caja T 5 
TEM: Transición epitelio-mesénquima 
TnTc: Troponina T cardiaca 
TSP: Ácido trimetilsililpropanoico 
VD: Ventrículo derecho 
VHL: Proteína von Hippel-Lindau 
VI: Ventrículo izquierdo 





















1 DESARROLLO EMBRIONARIO DEL CORAZÓN EN RATÓN 
El corazón es el primer órgano en formarse durante el desarrollo embrionario, debido al papel vital que 
juega en la distribución de oxígeno y nutrientes por todo el embrión. Está formado por diferentes tipos 
celulares, incluyendo cardiomiocitos, células del endocardio, tejido conectivo, fibroblastos, células del 
Sistema de Conducción, fibras y ganglios nerviosos, células musculares lisas y células endoteliales, 
mayoritariamente (Brade y cols., 2013). La formación del corazón comprende múltiples etapas, 
descritas en la Figura 1. Estas etapas involucran diversos procesos de diferenciación, migración, 
proliferación y maduración. 
Existen diferentes tipos de progenitores cardiacos que, atendiendo a su origen y contribución a 
diferentes estructuras, pueden clasificarse como: 
ﻬ Progenitores mesodérmicos: Originados del mesodermo lateral. Contribuyen a la mayoría de 
células del corazón. Principalmente originan el miocardio auricular, ventricular y del tracto de 
salida, así como el endocardio, el Sistema de Conducción y los cojines aórticos y pulmonares 
(Cai y cols., 2003; Buckingham y cols., 2005; Moretti y cols., 2006; Laugwitz y cols., 2008; ). 
ﻬ Progenitores epicárdicos: Originados a partir del órgano proepicárdico. Forman la capa más 
externa del corazón, o epicardio. Aunque forman una población heterogénea, contribuyen a 
fibroblastos intersticiales, así como a varias capas de los vasos coronarios, principalmente 
células de músculo liso vascular y fibroblastos de la adventicia, y en menor medida a células 
endoteliales. Su posible contribución a cardiomiocitos, si bien reducida, es aún controvertida y 
no ha sido completamente aceptada (Cai y cols., 2008; Perez-Pomares y de la Pompa, 2011; 
Zhou y cols., 2008) 
ﻬ Progenitores cardiacos de la cresta neural: Originados en el tubo neural dorsal y que, por 
migración a través de los arcos branquiales, contribuyen a células de músculo liso vascular de la 
parte distal del tracto de salida, separando la aorta y el tronco pulmonar, al sistema nervioso 
autónomo del corazón e influyen indirectamente en el correcto desarrollo de las válvulas y los 
diferentes septos intercamerales (Brown y Baldwin, 2006; Nakamura y cols., 2006; Porras y 
Brown, 2008; Waldo y cols., 1998). 
1.1 Etapas del desarrollo de corazón en ratón 
1.1.1 Progenitores mesodérmicos y formación del tubo cardiaco 
1.1.1.A Formación del tubo cardiaco lineal 
Inicialmente, a día embrionario 7.0 (E7.0), tiene lugar la especificación del mesodermo cardiaco, 




Mesoderm Posterior 1), el primer marcador cardiaco detectable. Los progenitores cardiacos Mesp1+ se 
localizan en la región anterior de la línea media primitiva (Kitajima y cols., 2000) 
Medio día después, a E7.5, parte de los progenitores mesodérmicos MESP1+ migran hacia el mesodermo 
lateral anterior y forman la cresta cardiaca, con forma de media luna. Antes de la formación del tubo 
cardiaco a día E8.0, esta zona del mesodermo cardiogénico, donde residen los progenitores cardiacos, 
prolifera muy activamente (de Boer y cols., 2012) . En este punto, la activación de Mesp1 permite el 
establecimiento de una red de factores de transcripción esenciales para la cardiogénesis: Gata4, Nkx2.5, 
Mef2c, Hand1/2 y Tbx5 (Bondue y cols., 2008; Martin-Puig y cols., 2008). 
 
Parte de los progenitores residentes en estas estructuras cardiacas iniciales forman el campo cardiaco 
primario, o FHF (del inglés, First Heart Field). El FHF comienza a migrar hacia una posición medial y 
ventral hasta fundirse en la línea media del embrión, dando lugar al tubo lineal cardiaco a E8.0, donde 
comienza a detectarse un movimiento peristáltico del miocardio y la sangre empieza a circular. A 
medida que estos progenitores del FHF se añaden al tubo se reduce drásticamente su capacidad 
proliferativa, al mismo tiempo que comienzan a diferenciarse al linaje miocárdico para dar lugar a  
cardiomiocitos (Martin-Puig y cols., 2012). Esta primera oleada de progenitores del FHF contribuirá al 
ventrículo izquierdo (VI) y a parte de las aurículas en el corazón maduro (Meilhac y cols., 2004) (Fig. 2A). 
Este tubo cardiaco primitivo está formado por una capa externa de miocardio y un revestimiento interno 
de células endocárdicas, un tipo endotelial específico del corazón. Ambas capas están separadas por 
una capa de tejido conectivo rica en proteoglicanos conocida como “gelatina” cardiaca (Risebro y Riley, 
2006). El extremo más craneal del tubo, denominado polo arterial, dará lugar al futuro tracto de salida, 
mientras que el extremo más caudal, denominado polo venoso, se corresponde con las futuras aurículas 




1.1.1.B Adición de progenitores del campo cardiaco secundario 
Dentro de los progenitores del mesodermo cardiaco se ha descrito otro subtipo, además de los del FHF, 
que adopta una posición posterior y medial, dando lugar al denominado campo cardiaco secundario, o 
SHF (del inglés, Second Heart Field), que se caracteriza por la expresión del factor de transcripción Islet1 
(Isl1). Estos progenitores permanecen en la zona del mesodermo faríngeo en un estado indiferenciado 
y proliferativo en las etapas iniciales de formación del tubo lineal primitivo, hasta su incorporación al 
mismo en torno a E8.0 (Cai y cols., 2003; Waldo y cols., 2005). La incorporación tiene lugar por ambos 
polos del tubo, contribuyendo a la elongación del mismo. A medida que los progenitores del SHF entran 
en el tubo, se suprime la expresión de Isl1, hay una parada proliferativa y comienza el proceso de  
diferenciación (Buckingham y cols., 2005). Los progenitores del SHF contribuyen al tracto de salida, a 
gran parte del ventrículo derecho (VD), en pequeña medida al VI y a parte de las aurículas, además de 
al linaje muscular liso y al endotelial en la base de los grandes vasos, parte del Sistema de Conducción y 
de la válvula aórtica (Moretti y cols., 2006; Sun y cols., 2007)en el corazón maduro (Fig. 2A). 
 
1.1.1.C Giro del tubo cardiaco, alineamiento de las cámaras y reactivación de la proliferación 
Durante la incorporación de los progenitores del SHF, a E8.5 el tubo cardiaco primitivo sufre un 
movimiento de torsión hacia el lado derecho, conocido como cardiac looping (Watanabe y Buckingham, 
2010). Este giro asegura que las futuras cámaras se posicionen en el orden y orientación adecuados con 
respecto a las regiones de entrada y salida de la sangre. 
Además, al mismo tiempo que sucede el giro, tiene lugar la reactivación de la capacidad proliferativa de 
los cardiomiocitos en las zonas de curvatura externa. Este modelo, conocido como el “modelo en globo” 
(ballooning model) (Christoffels y cols., 2000), establece que las cámaras primordiales se alinean 




garantiza la expansión y crecimiento de las cámaras ventriculares, que protruyen hacia el exterior del 
tubo. Por otro lado, el giro, junto con la inversión del polo venoso hacia una posición craneal, permite 
que las cámaras queden alineadas en su disposición final. Además, dos días más tarde, a E10.5, los 
tractos de salida y de entrada se alinean entre ambos ventrículos, quedando así la región vascular 
orientada en posición definitiva con las diferentes cámaras del corazón. 
1.1.2 Expansión y especificación de las cámaras ventriculares 
Una vez que la identidad de las cámaras está fijada y éstas han adoptado su disposición final, el 
miocardio inicia un proceso de expansión que asegure el correcto bombeo de la sangre a medida que el 
embrión crece. Este crecimiento, que tiene lugar mediante un incremento en el número de células por 
proliferación de cardiomiocitos preexistentes (hiperplasia), ocurre de forma discontinua entre E10.5 y 
E14.5, en las regiones de curvatura externa siguiendo el modelo de ballooning mencionado previamente 
(Christoffels y cols., 2000). Al mismo tiempo, el corazón en desarrollo tiene que responder a señales 
destinadas a la correcta septación de las cámaras. Todos estos procesos están regulados por un conjunto 
de factores de transcripción, como Nkx2.5, Isl1, Foxh1, Mef2c, Hand y varios factores Tbx, algunos de 
los cuales presentan patrones de expresión específicos de cada cámara. Por ejemplo, los factores bHLH, 
Hand1 y Hand2, se expresan de forma predominante en el VI y VD, respectivamente (Srivastava y cols., 
1997) o Tbx5, que se expresa en forma de gradiente en las aurículas, tracto de entrada y VI (Bruneau y 
cols., 1999). 
1.1.3 Maduración de las cámaras ventriculares 
Una vez alineadas las cámaras y establecida su identidad tienen lugar diversos procesos de maduración 
de las mismas. En el caso de los ventrículos, pueden distinguirse 3 etapas distintas dentro del proceso 
de maduración: (1) formación de las trabéculas, (2) establecimiento del Sistema de Conducción (SC) 
ventricular y (3) engrosamiento del miocardio compacto. 
1.1.3.A Formación de las trabéculas 
Tras el proceso de giro, a E9.5, el corazón está formado por una capa de 1-2 cardiomiocitos denominada 
miocardio compacto (MC). A partir del MC se desarrollan unas prolongaciones similares a dedos hacia 
la luz (interior) de las cámaras (Staudt y cols., 2014). Estas prolongaciones, conocidas como trabéculas, 
están recubiertas de endocardio y suponen el 80% de la masa del corazón entre E9.5 y E14.5 (Blausen y 
cols., 1990). Los cardiomiocitos trabeculares se caracterizan por su menor tasa proliferativa y una mayor 
maduración de las estructuras sarcoméricas (Martin-Puig y cols., 2008a; Sedmera y cols., 2000; Sedmera 
y cols., 2003).  De este modo, los ventrículos embrionarios, en este punto, pueden dividirse en dos 




y el miocardio trabeculado o trabéculas (Fig. 2B). Éstas últimas cumplen varias funciones, entre las que 
destacan las siguientes: 
ﻬ Aumentar la superficie de intercambio de oxígeno del miocardio antes de la aparición de la 
vasculatura coronaria. 
ﻬ Colaborar en la separación del flujo de sangre entre las distintas cámaras antes de que se 
complete el proceso de tabicación. 
ﻬ Contribuir al desarrollo del Sistema de Conducción. 
La trabeculación consta de 3 etapas principales (Samsa y cols., 2013), cada una de ellas distinguible en 
base a los cambios anatómicos que se producen: 
1. Aparición: Comienza a E9.5. A partir de la pared del ventrículo se desarrollan unas protrusiones 
hacia el lado luminal del mismo, en la parte correspondiente a la curvatura externa (Moorman 
y Christoffels, 2003). Varios estudios apoyan la idea de que las trabéculas aparecen por 
invaginación, mediante delaminación de cardiomiocitos del MC (Liu y cols., 2010; Peshkovsky y 
cols., 2011). 
2. Trabeculación: A continuación, las trabéculas se propagan radialmente, formando una red en la 
que las células localizadas en posición más apical están más diferenciadas que las de la base 
(Sedmera y Thompson, 2011). 
3. Remodelado: También conocido como compactación, es un proceso diferente al engrosamiento 
del MC durante la trabeculación. Durante el remodelado, las trabéculas cesan su crecimiento 
hacia el lumen ventricular y comienzan a engrosarse, a medida que sus respectivas bases 
colapsan. Los espacios entre las trabéculas se transforman en capilares (Sedmera y cols., 2000). 
El proceso de trabeculación requiere una compleja señalización, parte de la cual no se conoce por 
completo, si bien está claro que debe establecerse una estrecha comunicación entre el miocardio y el 
endocardio para que las trabéculas se desarrollen adecuadamente. Existen varios genes implicados en 
este proceso, como la Neuregulina 1 (Nrg1) (ligando expresado en el endocardio) y sus receptores 
miocárdicos ErbB2  y ErbB4 (Gassmann y cols., 1995; Lee y cols., 1995; Meyer y Birchmeier, 1995), el 
ligando miocárdico Angiopoyetina y sus receptor endocárdico Tie2 (Suri y cols., 1996) o la señalización 
de la ruta de Notch en el endocardio, que modula la proliferación  de los cardiomiocitos al promover la 
expresión de Bmp10 en el miocardio (Chen y cols., 2004; Grego-Bessa y cols., 2007).  
1.1.3.B Engrosamiento del miocardio compacto 
Al mismo tiempo que se desarrollan las trabéculas, el MC sufre un proceso inicial de engrosamiento 
desde E11.5 hasta E14.5. A partir de este punto, a medida que el proceso de remodelado de las 




la principal fuerza contráctil a partir de E16.5, aunque continúa aumentando en complejidad estructural 
(Wessels y Sedmera, 2003). Los cardiomiocitos del MC están menos diferenciados que los trabeculares 
en cuanto a estructura sarcomérica y complejidad celular. Sin embargo, debido a la expresión activa de 
Mycn (Oncogén MYC Neuroblastoma, del inglés Neuroblastoma MYC Oncogene), su capacidad 
proliferativa es mayor (Sedmera y Thompson, 2011; Chen y cols., 2004).  
Una de las principales rutas implicadas en la regulación de la proliferación de los cardiomiocitos durante 
el desarrollo es la ruta del Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth 
Factor). En concreto, la principal isoforma implicada en el proceso es FGF2, producida tanto a nivel del 
epicardio como de los propios cardiomiocitos de manera autocrina. Además de estas señales, factores 
de origen endocárdico juegan un papel importante en la proliferación y diferenciación del MC, como 
Nrg1 (Meyer y Birchmeier, 1995) o Endotelina 1 (Edn1), a través de la activación de la ruta de la Tirosina 
Quinasa relacionada con ELR, (ERK, del inglés ELR-Related Tyrosine Kinase) (Sugden, 2003) Por otro lado, 
para que el MC prolifere también son necesarios mitógenos epicárdicos, como la Eritropoyetina (EPO), 
el Factor de Crecimiento Insulínico 2 (IGF2, del inglés Insulin-like Growth Factor 2) en etapas anteriores 
a E12.5 (Shen y cols., 2015) o el ácido retinoico, implicado en la estimulación de la secreción de factores 
tróficos epicárdicos que median la proliferación del MC y cuya deficiencia provoca fallos en la misma 
(Martin-Puig y cols., 2008; Wessels y Perez-Pomares, 2004) 
1.1.3.C Formación del Sistema de Conducción ventricular 
En el corazón maduro, el impulso eléctrico que inicia la contracción de los cardiomiocitos se genera 
mediante la aparición de un potencial de acción (PA) en el nodo sinoauricular, lo que permite la 
contracción de las aurículas. A continuación, el PA sufre un retraso en el nodo atrioventricular y 
atraviesa el haz atrioventricular y sus ramas para iniciar la contracción ventricular: a medida que el PA 
recorre las fibras de Purkinje del Sistema de Conducción ventricular periférico (SCVP). El SCVP es el 
responsable de la despolarización de los ventrículos, de forma rápida y coordinadamente entre todos 
los cardiomiocitos. Cada componente del SC presenta diferentes características en términos de 
morfología y expresión génica, pero como característica común, todos ellos poseen un retículo 
sarcoplásmico y un sistema de sarcómeras poco desarrollados, así como un bajo número de 
mitocondrias (Munshi, 2012). 
La formación del SC requiere diversos procesos de crecimiento y diferenciación que tienen que tener 
lugar de forma coordinada para el correcto desarrollo del corazón. Si bien es sabido que las trabéculas 
juegan un papel importante en el establecimiento del SC su origen no está del todo claro y se ha 
propuesto que progenitores del SHF del mesodermo cardiaco pueden contribuir a diversas estructuras 




que la inducción de la diferenciación a un fenotipo de SC estaría determinada por señales provenientes 
de células endoteliales, existen dos modelos propuestos: 
ﻬ Modelo out-growth: Según este modelo, el patrón de expresión de distintos marcadores 
definiría poblaciones de progenitores del SC, organizados en anillos a lo largo del tubo cardiaco 
(Christoffels y Moorman, 2009; Gourdie y cols., 2003). 
ﻬ Modelo de reclutamiento: Este modelo, propuesto inicialmente en base a estudios de trazado 
de linaje en modelos aviares (Mikawa y Hurtado, 2007), propone la existencia de progenitores 
comunes a los cardiomiocitos del SC y a los cardiomiocitos contráctiles.  
Estudios genéticos posteriores de mapeo de destino celular (genetic fate mapping) (Miquerol y cols., 
2010), junto con el hallazgo de clones mixtos de células del SC y de cardiomiocitos contráctiles mediante 
trazado de linaje (Cheng y cols., 1999; Gourdie y cols., 1995) han permitido conciliar ambos modelos en 
un modelo bifásico de desarrollo del SC. Así, los cardiomiocitos del SC se desarrollarían a partir de un 
progenitor común a los cardiomiocitos contráctiles, seguido de procesos limitados de proliferación. 
Independientemente del modelo propuesto, existen diversos genes clave para el establecimiento del 
SC. El gen caja T 3 (Tbx3, del inglés T-box 3) permite la especificación del SC atrioventricular al reprimir 
la expresión de genes contráctiles (Hoogaars y cols., 2004; Miquerol y cols., 2011). Por otro lado, el gen 
caja T5 (Tbx5, del inglés T-box 5) está implicado en la maduración morfológica de los cardiomiocitos del 
SC, además de ser el principal activador transcripcional del gen de la Conexina 40 (Cx40) (Miquerol y 
cols., 2011). El empleo de una Cre inducible por tamoxifeno bajo el control del promotor del gen Cx40, 
en combinación con un gen chivato, ha permitido determinar que, si bien en etapas anteriores a E16.5 
Cx40 se expresa en ambos tipos de cardiomiocitos, a partir de ese punto su expresión se restringe a las 
células del SC ventricular (Beyer y cols., 2011).  
Por otro lado, la acción de Tbx5 no sólo es necesaria, sino que existe una estrecha cooperación entre 
Tbx5 y Nkx2.5 (Moskowitz y cols., 2007). Este efecto se lleva a cabo mediante la expresión del Inhibidor 
de Diferenciación 2 (Id2, del inglés Inhibitor of Differentiation 2), el cual reprime la expresión de genes 
relacionados con un fenotipo contráctil (Christoffels y Moorman, 2009). Además, tanto Edn1 como Nrg1 
juegan un papel fundamental en el desarrollo del SC. Por un lado, la End1 es requerida para la inducción 
y mantenimiento del fenotipo SCVP en cardiomiocitos subendocárdicos (Pennisi y cols., 2002), mientras 
que Nrg1 regula la proporción relativa de cardiomiocitos que se diferencian hacia uno u otro fenotipo y 
mantiene el fenotipo trabecular (Hertig y cols., 1999), 
1.1.4 Procesos postnatales de maduración 
Si bien la tasa proliferativa del corazón embrionario es elevada, tras el nacimiento la capacidad de 




Durante las dos primeras semanas de vida, el corazón continúa creciendo, si bien a expensas de 
procesos de hipertrofia (aumento de tamaño celular sin aumento neto en el número de células) de los 
cardiomiocitos, en vez de a través de la proliferación por hiperplasia (generación de nuevas células por 
división) de los mismos (Li y cols., 1996). Además, tiene lugar un proceso progresivo de binucleación de 
los cardiomiocitos, ya que en torno a día postnatal 5 la mayoría de los cardiomiocitos llevan a cabo una 
última replicación de ADN no seguida de citocinesis (separación del citoplasma) efectiva (Walsh y cols., 
2010), de forma que a día postnatal 21 el 85%-90% de los cardiomiocitos son binucleados (Soonpaa y 
cols., 1996). Esta parada de ciclo celular es debida tanto a la disminución de ciclinas y quinasas 
dependientes de ciclinas (CDK) de G1/S y G2/M, como al aumento de sus inhibidores, como Ciclina D2, 
Ciclina D3, CDK2 y 3 (del inglés Cyclin Dependent Kinase), P21 (Ckdn1a, del inglés Cyclin Dependent 
Kinase Inhibitor 1A) o P27 (Cdkn1b, del inglés Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B) (Engel y cols., 2005; 
Flink y cols., 1998). Además, recientemente se ha propuesto que el factor de transcripción Meis1 juega 
un papel importante en el descenso de la proliferación en etapas postnatales debido a que mantiene 
elevados niveles de los inhibidores de ciclinas P21, P15 (Cdkn2a) y P16 (Cdkn2b) (Mahmoud y cols., 
2013). 
1.2 Progenitores epicárdicos 
El epicardio es una monocapa epitelial que recubre el corazón por su parte externa. Es una estructura 
dinámica fundamental para la correcta cardiogénesis y cumple diversas funciones: 
ﻬ Proporciona progenitores que darán lugar a diversos linajes, principalmente células de músculo 
liso vascular (Olivey y Svensson, 2010), fibroblastos intersticiales (Acharya y cols., 2012) y, en un 
pequeño porcentaje, cardiomiocitos (Cai y cols., 2008; Zhou y cols., 2008). Diversos estudios de 
trazado de linaje apuntan a que la contribución del epicardio al endotelio vascular coronario es 
muy baja o nula (Grieskamp y cols., 2011; Perez-Pomares y De La Pompa, 2011). Sin embargo, 
el potencial endotelial del epicardio todavía es controvertido en el campo y se piensa que existe 
algún subtipo de progenitores del epicardio que sí presentan ese potencial endotelial (Katz y 
cols., 2012).  
ﻬ Es una fuente de señales paracrinas que participan en el correcto desarrollo del miocardio 
subyacente, principalmente a nivel de proliferación y supervivencia (Martin-Puig y cols., 2008; 
Perez-Pomares y de la Pompa, 2011). 
El epicardio se origina a partir del órgano proepicárdico, una masa de células localizada fuera del 
corazón primitivo, en la parte ventral del seno venoso, que alcanza su tamaño máximo a E9.5 (Clowes y 
cols., 2014) (Fig. 3, izquierda). Esta estructura transitoria está formada por distintas subpoblaciones de 
progenitores epicárdicos, cada una con distinto potencial de diferenciación (Krainock y cols., 2016). En 




y Challice, 1981) y se adhieren a la superficie del corazón a nivel del canal atrioventricular (Wengerhoff 
y cols., 2010). A partir de este momento, el epicardio se forma por migración de las células que han 
migrado desde el proepicardio, pero también por proliferación de las mismas (Peralta y cols., 2013; Wu 
y cols., 2010), hasta recubrir por completo la superficie del corazón en desarrollo.  
Una vez que el epicardio está completamente formado, en torno a E12.5, las células epicárdicas inician 
un proceso de transformación epitelio-mesénquima (TEM). Las células resultantes, denominadas 
Células Derivadas del Epicardio (EPDC, del inglés Epicardial Derived Cells), con gran capacidad migratoria 
en respuesta a distintas señales secretadas por los cardiomiocitos subyacentes, invaden el miocardio, 
donde posteriormente tienen lugar los procesos de diferenciación (Krainock y cols., 2016; Martin-Puig 
y cols., 2008; Perez-Pomares y de la Pompa, 2011) (Fig. 3, derecha).  
1.2.1 Formación de la vasculatura coronaria 
Los primeros vasos sanguíneos del corazón son estructuras formadas por vasculogénesis, o fusión de 
progenitores vasculares, formándose una estructura vascular de novo (Pérez-Pomares y cols., 1998; 
Ratajska y cols., 2008) en el espacio subepicárdico (Olivey y Svensson, 2010). Una vez formado el plexo 
primario en torno a E11.5 (Olivey y cols., 2004), se inicia la formación de una red de capilares que 
recorren el miocardio por angiogénesis. En este proceso intervienen varias señalizaciones, 
principalmente Angiopoyetina 2 y su receptor TIE2 (von Kodolitsch y cols., 2004) y además VEGFA, cuya 
expresión está dirigida a su vez por un gradiente de hipoxia del epicardio al endocardio (Ferrara y cols., 
2003; Pugh y Ratcliffe, 2003).  
Si bien la formación del epicardio promueve activamente el establecimiento del plexo primario, al dar 
origen al mencionado espacio subepicárdico (Pires-Gomes y Pérez-Pomares, 2013), el origen del 




en ratón para Wt1 y Tbx18 no identificaron una contribución significativa del epicardio al endotelio 
coronario (Cai y cols., 2008; Zhou y cols., 2008). Estudios más recientes demuestran la heterogeneidad 
de los progenitores epicárdicos y demuestran la contribución relativa de un subgrupo de progenitores 
del epicardio positivos para Semaforina 3D (Sema3D) y Escleraxis (Scx) al endotelio coronario (Katz y 
cols. 2012). Otros autores han propuesto el endocardio (Wu y cols., 2012) o el endotelio del seno venoso 
(Red-Horse y cols., 2010) como origen del endotelio coronario. Sin embargo, el trabajo de Katz y 
colaboradores (Katz y cols., 2012) demuestra la contribución, al menos parcial, de progenitores 
epicárdicos Sema3D y Scx al seno venoso y al endocardio, respectivamente. De este modo, podrían 
conciliarse los diferentes orígenes del endotelio coronario durante la formación de la vasculatura 
coronaria.  
Además de células endoteliales, también es necesario el reclutamiento de células de músculo liso 
vascular y de fibroblastos. La aparición de las EPDCs a través de procesos de TEM supone la aparición 
de un conjunto de progenitores con diversos potenciales de diferenciación que contribuirán al 
desarrollo coronario una vez establecidas las estructuras endoteliales. Tanto los progenitores 
epicárdicos Tbx18 como Wt1 contribuyen a la formación de la capa de músculo liso vascular de las 
arterias coronarias (Cai y cols., 2008; Zhou y cols., 2008b). Los Receptores del Factor de Crecimiento 
Derivado de Plaquetas α y β (PDGFRα y β, del inglés Platelet-Derived Growth Factor Receptor) favorecen 
la diferenciación de las EPDCs a células de músculo liso vascular en un proceso dependiente del ácido 
retinoico epicárdico (Guadix y cols., 2011) Por otra parte, está ampliamente aceptado que los 
fibroblastos de la adventicia tienen un origen epicárdico (Perez-Pomares y de la Pompa, 2011), 
identificados mediante la expresión del Factor de Transcripción 21 (Tcf21) (Acharya y cols., 2012) 
La vasculatura coronaria madura tiene dos componentes diferentes, tanto a nivel estructural como 
funcional: las arterias y las venas. Sin embargo, la diferenciación entre arteria coronaria y vena no ha 
sido muy estudiada. Los trabajos existentes sugieren un origen diverso: bien por reprogramación de las 
células endoteliales originadas en el seno venoso antes de E9.5 hacia un fenotipo arterial (Red-Horse y 
cols., 2010) o bien un origen diferente del endotelio arterial a partir del endocardio a E11.5 (Wu y cols., 
2012). La ruta de señalización de Notch es un importante mediador de este proceso, favoreciendo un 
fenotipo arterial (Pires-Gomes y Pérez-Pomares, 2013). Además, existen marcadores específicos para 
cada tipo de endotelio: el ligando transmembrana Efrina B2, así como la Neurofilina 1, entre otros, se 
expresan en arterias, mientras que tanto el receptor tirosina quinasa Efrina B4 como el factor de 
determinación derecha-izquierda Lefty1  se expresan en el endotelio venoso (Niessen y Karsan, 2007; 





2 LA RUTA DE RESPUESTA CELULAR A HIPOXIA 
El oxígeno se ha convertido en un requerimiento celular crítico. Por una parte, es esencial para una 
producción efectiva de ATP a través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, y por otra, 
su deprivación induce señales celulares de estrés, mientras que fluctuaciones en los niveles de oxígeno 
están asociadas a la acumulación de radicales libres, con el consiguiente riesgo de daño en proteínas y 
ADN (Majmundar y cols., 2010). Además, la hipoxia es un factor ambiental asociado a la aparición de 
diversas enfermedades como alteraciones de la hemoglobina, anemia y progresión tumoral, así como 
hipertensión pulmonar, enfermedades pulmonares crónicas o insuficiencia cardiaca (Allemann y cols., 
2004) o alteraciones del miocardio en condiciones de preeclampsia durante el desarrollo embrionario 
(Melchiorre y cols., 2012).  
El cuerpo carotídeo es el principal sensor de la presión arterial de oxígeno (PO2) y, ante una bajada en 
la PO2, desencadena respuestas de aclimatación a hipoxia, como el aumento de la frecuencia cardiaca, 
presión arterial y tensión pulmonar, vasoconstricción, aumento de la perfusión tisular y del hematocrito 
y hemoglobina (Lopez-Barneo y cols., 2016; Prabhakar, 2013). Parte de estas respuestas de adaptación 
a hipoxia se inician a nivel celular mediante la activación de un programa génico orientado a ajustar los 
requerimientos de oxígeno celulares  a la situación de hipoxia, e incluyen fenómenos como la parada 
del ciclo celular, la disminución del metabolismo mitocondrial y la secreción de diversos factores de 
supervivencia entre otros (Majmundar y cols., 2010).  
La principal ruta de respuesta celular a los bajos niveles de oxígeno es la mediada por los Factores 
Inducibles por Hipoxia (HIFs, del inglés Hypoxia Inducible Factors). Los HIFs son heterodímeros, 
formados por dos subunidades, α y β. La subunidad β, también denominada Translocador Nuclear del 
Receptor de Hidrocarburos Arílicos (ARNT, del inglés Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), 
se expresa de forma constitutiva y no se regula por oxígeno. Existen tres subunidades α en mamíferos 
(Wang y cols., 1995): 1α, 2α o EPAS1 (del inglés Endothelial PAS domain-containing protein 1) y 3α, con 
distintas variantes de splicing, algunas de ellas con actividad inhibidora por competición en la unión a la 
subunidad β (Kaelin y Ratcliffe, 2008). De las tres, HIF1α tiene expresión ubicua mientras que HIF2α y 
HIF3α se expresan sólo en determinados tejidos, como células endoteliales, neumocitos de tipo II, 
células renales intersticiales, células del parénquima hepático y en el linaje mieloide (Bertout y cols., 
2008). Las subunidades α dimerizan con la subunidad β a través de los dominios bHLH (del inglés, basi-
helix-loop-helix) y PAS (Per, Arnt, Sim) (Fig. 4A) y el heterodímero resultante se transloca al núcleo, 
donde activa la transcripción de los genes de adaptación a hipoxia por unión a los Elementos de 
Respuesta a Hipoxia (HRE, del inglés Hypoxia Responsive Element, con la secuencia consenso G/ACGTG) 




2.1 Regulación de los factores HIF 
La regulación de las subunidades α por oxígeno se lleva a cabo mediante las enzimas HIF prolil-
hidroxilasas (PHDs, del inglés Prolyl Hydroxylase Domain-Containing Protein). Las PHDs pertenecen a la 
superfamilia de las prolil-4-hidroxilasas, o dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato, que participan 
en multitud de procesos celulares, entre los que se incluyen la hidroxilación del colágeno, el 
metabolismo de ácidos grasos y la reparación del ADN (Myllyharju, 2013). Todas ellas requieren Fe2+, 2-
oxoglutarato, oxígeno y ascorbato para llevar a cabo la reacción de hidroxilación. Existen 3 genes que 
codifican para tres isoenzimas diferentes en mamíferos, Phd1, Pdh2 y Pdh3 (también nombrados como 
Egln2, Egln1 y Egln3, respectivamente) (Bruick y McKnight, 2001). En condiciones de normoxia, las PHDs 
hidroxilan la subunidad HIFα en residuos de prolina conservados (Pro-402 y Pro-577 en HIF1 y Pro-405 
y Pro-530 en HIF2α de ratón) localizados en el dominio de Degradación dependiente de Oxígeno (ODD, 
del inglés Oxygen-Dependent Degradation) (Jiang y cols., 1997; O’Rourke y cols., 1999). Esta 
modificación post-traduccional de hidroxilación en prolina es reconocida por la proteína von Hippel-
Lindau (VHL), que actúa como subunidad de reconocimiento y unión de  sustrato de un complejo E3 
ubiquitin-ligasa (Hsu, 2012). De este modo, HIFα es ubiquitilado, lo que sirve como marca para su 
degradación proteasomal (Kaelin y Ratcliffe, 2008). En hipoxia, la bajada en los niveles de oxígeno 
disponible impide que las PHDs lleven a cabo la reacción de hidroxilación. Esta inhibición de las PHDs 
permite que la subunidad HIFα escape a la degradación por el proteasoma, heterodimerice con la 
subunidad β y medie la transcripción de los genes diana de respuesta a hipoxia (Ivan y cols., 2001; 
Jaakkola y cols., 2001) (Fig. 4B).  
Existe una regulación adicional de las subunidades HIFα consistente en la hidroxilación en un residuo 
específico de asparagina (Asn-813 en HIF1 y Asn-851 en HIF2α en ratón). Esta modificación, llevada a 
cabo en normoxia por la asparagil-hidroxilasa denominada Factor Inhibidor de HIF (FIH, del inglés Factor 
Inhibiting HIF), impide la unión de HIFα a los coactivadores transcripcionales p300/CBP, reprimiendo la 
capacidad transcripcional del heterodímero α/β, como un mecanismo de seguridad adicional, en caso 
de que alguna subunidad α escape a la degradación proteasomal (Mahon y cols., 2001) (Fig. 4B). 
2.2 Prolil-hidroxilasas 
Las PHDs constituyen la principal vía de regulación de los factores HIF. Por este motivo, se han propuesto 
como sensores celulares de oxígeno, modulando la respuesta a hipoxia en función de la concentración 





Esta función no se limita sólo a los factores HIFs, sino que existen otras proteínas reguladas de forma 
dependiente de oxígeno por las PHDs, como ATF4, IKκβ o β-arrestina entre otras (Myllyharju, 2013). Las 
tres isoenzimas poseen propiedades diferentes, atendiendo a su patrón de expresión, regulación y 
preferencias de hidroxilación sobre las distintas isoformas de los factores HIF. Así, mientras que PHD2 
se expresa de forma ubicua, PHD1 se expresa principalmente en la placenta y PHD3 es más específica 
de corazón (Myllyharju, 2013). Además, las tres se expresan por igual en riñón (Li y cols., 2007). PHD2 
es la principal reguladora de HIF1α, como demuestra el trabajo de Berra y colaboradores, en el cual el 
silenciamiento de PHD2 es suficiente para estabilizar HIF1α en normoxia, mientras que el silenciamiento 




modelos de deleción global de cada una de las tres isoenzimas. Mientras que los mutantes globales de 
Phd1 y Phd3 son viables y no presentan defectos aparentes, la deleción global de Phd2 causa defectos 
placentarios y letalidad embrionaria entre E12.5 y E14.5 (Takeda y cols., 2006).Además, mientras que 
PHD2 hidroxila preferentemente HIF1α, PHD3 muestra preferencia por HIF2α (Appelhoffl y cols., 2004). 
Por otro lado, tanto PHD2 como PHD3 se inducen en hipoxia (Epstein y cols., 2001), y son targets de 
HIF1α (del Peso y cols., 2003), estableciéndose así un sistema de retroalimentación negativa que 
asegura la rápida degradación de HIFα una vez reestablecidos los niveles normales de oxígeno 
(reoxigenación). 
También existen mecanismos de regulación de PHDs independientes de oxígeno. Por ejemplo, el óxido 
nítrico inhibe la función de las PHDs en normoxia por competición directa por el catión Fe2+ (Berchner-
Pfannschmidt y cols., 2010). Además, los niveles de ciertos intermediarios del ciclo de Krebs  como el 
fumarato y el succinato modulan su actividad, ya que pueden alterar la disponibilidad de 2-oxoglutarato, 
que funciona  como co-sustrato en la reacción de hidroxilación (Isaacs y cols., 2005; Selak y cols., 2005). 
Adicionalmente, la mitocondria también puede actuar como reguladora de las PHDs, a través de la 
producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) (Klimova y 
Chandel, 2008). 
2.3 von Hippel-Lindau 
Si bien tal y como se ha mencionado antes VHL es un componente clave en la regulación negativa de los 
factores HIF, existen numerosas evidencias que señalan otras funciones de VHL independientes de la 
ruta de hipoxia. Entre ellas cabe destacar el papel de VHL sobre la regulación de la matriz extracelular 
(Ohh y cols., 1998), senescencia (Young y cols., 2008), apoptosis (Guo y cols., 2009), estabilidad de 
microtúbulos (Hergovich y cols., 2003), estabilidad de ARN (Datta y cols., 2005), transcripción 
(Mikhaylova y cols., 2008) o deposición de matriz extracelular (Feijoo-Cuaresma y cols., 2008). 
Curiosamente, muchas de estas funciones son llevadas a cabo mediante estabilización de las proteínas 
sustrato, en lugar de por la actividad ubiquitin-ligasa de VHL. Esta observación apunta a la idea de que 
VHL es una proteína adaptadora que, dependiendo de qué otros factores lleve unidos, puede promover 
degradación o estabilización de sus proteínas diana (Hsu, 2012). 
Por otra parte, el papel supresor de tumores de VHL hace que mutaciones en este gen están implicadas 
en varias patologías humanas. Por ejemplo, la enfermedad de von Hippel-Lindau, provocada por una 
mutación en línea germinal caracterizada por la aparición de carcinoma renal de célula clara, 
hemangioblastoma, feocromocitoma, tumores pancreáticos y eritrocitosis (Kaelin, 2007), o la 
enfermedad de Chuvash, causada por la mutación 598C>T en homocigosis, que cursa con el desarrollo 




2.4 Hipoxia, factores HIF y desarrollo cardiaco 
Durante la formación del  corazón se ha descrito la existencia de zonas cardiacas con niveles de oxígeno 
inferiores respecto a otras estructuras embrionarias, así como expresión tanto de Hif1a como de Hif2a 
y Hif1b (Aitola y Pelto-Huikko, 2003; Jain y cols., 1998; Lee y cols., 2001; Xu y cols., 2007), lo cual sugiere 
un posible papel fisiológico de la hipoxia y los factores HIF durante la cardiogénesis. Si bien el ARNm de 
estos tres genes está presente desde E9 hasta P1 (Aitola y Pelto-Huikko, 2003), la proteína de HIF1α se 
detecta principalmente en células ventriculares y en los cojines endocárdicos (Guimaraes-Camboa y 
cols., 2015; Krishnan y cols., 2008), mientras que HIF2α está presente sobre todo en las células 
endoteliales del corazón en desarrollo (Menéndez-Montes y cols., datos no publicados) y HIF1β se 
expresa de forma ubicua a bajos niveles (Dunwoodie, 2009). Además,  se ha descrito la participación de 
la hipoxia en la aparición y evolución de numerosas patologías cardiovasculares como la hipertensión 
pulmonar o la arteriosclerosis (Semenza, 2014).  
La generación y caracterización de modelos genéticos de deleción global o condicional en determinados 
tipos celulares cardiacos ha contribuido a explorar la participación de la ruta de hipoxia en la formación 
del corazón, así como a indagar en los mecanismos moleculares por los que la señalización PHD/VHL/HIF 
interviene en distintos procesos de la cardiogénesis de mamíferos. Sin embargo, existe gran 
controversia entre los modelos existentes y el papel definitivo de la ruta de hipoxia durante la formación 
del corazón todavía no está bien definido. 
2.4.1 Modelos globales de deleción 
Existen diversos modelos de deleción global de componentes de la ruta de respuesta a hipoxia. Sin 
embargo, estos modelos globales presentan, por lo general, letalidad embrionaria temprana asociada a 
defectos severos en el sistema vascular, o de la placenta. Si bien estos modelos presentan alteraciones 
graves del corazón, es complejo determinar si son efectos primarios o secundarios a estas otras 
alteraciones vasculares mencionadas. La temprana letalidad de los modelos (E10.5-11.5), limita el 
estudio detallado de la función de los factores HIF en etapas posteriores del desarrollo del corazón 
usando estos modelos. 
2.4.1.A Modelos de deleción global de Hif1a 
Hasta la fecha, existen tres modelos publicados de deleción global de Hif1a en ratón. El primer modelo, 
descrito por Ryan y colaboradores en 1998 (Ryan y cols., 1998), presenta parada de desarrollo del 
corazón en la etapa del giro, hipoplasia, disminución del número de trabéculas y de células endoteliales. 
Los embriones mutantes homocigotos mueren a E10. Otro modelo posterior, descrito por Compernolle 
y colaboradores en 2003 (Compernolle y cols., 2003), recapitula el mismo fenotipo. Además, en este 




De nuevo, la deleción de Hif1a provoca letalidad embrionaria en torno a E10. En ambos casos, los 
autores describen defectos extracardiacos en procesos de angiogénesis, como la marcada reducción en 
la vasculatura cefálica que presentan estos embriones deficientes en Hif1a. 
Existe un tercer modelo, propuesto por Iyer y colaboradores (Iyer y cols., 1998) en el cual, si bien se 
recapitulan los fenotipos de letalidad y parada del desarrollo, los embriones mutantes homocigotos 
presentan hiperplasia ventricular. El origen de esta discrepancia no está claro, si bien se ha propuesto 
que el casete de selección por neomicina bajo el control del promotor PGK (fosfoglicerato quinasa, del 
inglés phosphoglycerate kinase) presente en este último modelo podría influir en el fenotipo de 
hipertrofia descrito (Dunwoodie, 2009). Por otro lado, estos embriones también presentan fallos de 
cierre del tubo neural, así como defectos vasculares similares a los descritos en los modelos anteriores. 
2.4.1.B Modelos de deleción global de Hif1b 
El principal modelo de deleción global de Hif1b es el descrito por Adelman y colaboradores en 2000 
(Adelman y cols., 2000). Los autores describen que los embriones mutantes homocigotos presentan 
hipoplasia ventricular, reducción de los cojines endocárdicos, vasculatura anormal del saco embrionario 
y defectos placentarios. Estos embriones mueren en torno a E10.5. 
2.4.1.C Modelos de deleción global de Hif2a 
Se han descrito dos modelos globales de deleción de Hif2a en ratón. En el primero de ellos, Tian y 
colaboradores describen alta expresión del gen en células del linaje simpatoadrenal entre E11.5 y E12.5 
(Tian y cols., 1998). Los embriones mutantes homocigotos presentan disminución de la producción de 
noradrenalina a E12.5, bradicardia progresiva y muerte embrionaria entre E12.5 y E15.5, debido al fallo 
en la homeostasis de las catecolaminas. 
Otro estudio posterior, llevado a cabo por Pen y colaboradores, demuestra un papel adicional de HIF2α 
en la formación de la vasculatura embrionaria. Los autores describen defectos vasculares severos tanto 
en el propio embrión como en el saco embrionario (Peng y cols., 2000). Si bien la formación de nuevos 
vasos mediante procesos de vasculogénesis tiene lugar de forma correcta, la fusión entre ellos y el 
remodelado para formar vasos de mayor tamaño es defectuosa, provocando la muerte de los embriones 
entre E9.5 y E13.5. La diferencia en el fenotipo de estos dos modelos ha sido explicada por el uso de 
distintos fondos genéticos para generar los mutantes. 
2.4.1.D Modelos de deleción global de Vhl 
En 1997, Gnarra y colaboradores generaron por primera vez un modelo murino de deleción global de 
Vhl. En su estudio, los autores describen que los embriones mutantes en homocigosis presentan un 




placentarias y vasculares, que originan la muerte de estos embriones en torno a E10.5-E12.5 (Gnarra y 
cols., 1997).  
2.4.2 Modelos condicionales cardiacos de deleción  
El desarrollo de la tecnología Cre-LoxP y la creación de alelos floxed para Hif1a y Vhl han permitido el 
desarrollo de modelos de deleción condicionales y/o inducibles para el estudio de la función de los 
factores HIF en el desarrollo cardiaco. Sin embargo, los estudios existentes, además de mostrar ciertas 
discrepancias en cuanto a fenotipo de los embriones mutantes, en parte debido al uso combinado de 
una deleción constitutiva en línea germinal y otra floxeada en corazón, en la mayoría de los casos no 
hacen distinción entre las diferentes capas del miocardio embrionario (compacto frente a trabeculado) 
y no profundizan en los aspectos moleculares subyacentes a las alteraciones cardiacas. Esto hace que, 
si bien los modelos basados en el uso de Cre recombinasa permiten eludir el problema de la letalidad 
temprana y posibles defectos cardiacos secundarios a fallos vasculares o placentarios previos de los 
modelos de deleción global, todavía exista una gran falta de información en el campo en cuanto a los 
procesos de la cardiogénesis regulados por hipoxia a nivel celular y molecular. 
2.4.2.A Modelos condicionales cardiacos de Hif1a 
El primer modelo murino de deleción condicional de Hif1a en corazón embrionario (Huang y cols., 2004) 
empleó el alelo floxeado de Hif1a en el exón 2, descrito por Ryan y colaboradores (Ryan y cols., 2000) 
en combinación con una Cre recombinasa específica de corazón, Mlc2v-Cre, que se expresa en el 
miocardio tanto compacto como trabeculado, pero de manera heterogénea. Los ratones homocigotos 
positivos para la Cre (Hif1af/f/Mlc2vCre/+) nacen en las frecuencias esperadas y no presentan fibrosis ni 
pérdida de cardiomiocitos. Sin embargo, la función cardiaca está disminuida y se observa hipertrofia del 
VI y del SIV, disminución de la microvasculatura, fallo en la recaptación del Ca2+ citosólico durante la 
diástole y disminución de la contractilidad a nivel celular. Además, estos ratones presentan alteraciones 
metabólicas consistentes en la disminución de la expresión de genes glucolíticos y un menor contenido 
en ATP, lactato y compuestos de fósforo de alta energía. Los autores proponen que HIF1α juega un 
papel fundamental como sensor, adaptando la expresión de genes implicados en aporte de oxígeno, 
obtención de energía y metabolismo a la carga de trabajo del corazón adulto. 
Otro modelo posterior, descrito por Krishnan y colaboradores en 2008 (Krishnan y cols., 2008), emplea 
un abordaje similar, mediante el empleo de Mlc2v-Cre, pero con una copia del gen Hif1a nula, 
delecionada en línea. En este caso, los embriones mutantes mueren en torno a E12.0. A E10.5 los 
mutantes presentan una cámara ventricular común, fusionada con las aurículas y con una marcada 
hiperplasia, aumento de expresión de genes pro-proliferativos (Ccnd1 y Cdk4) e inhibición de expresión 
de genes implicados en bloqueo del ciclo celular (Cdkn1a o p21 y Cdkn1b o p27). Además, la expresión 




autores proponen un modelo en el cual la hipoxia actúa como una señal fisiológica que induciría la 
acumulación de HIF1α y que mantendría la expresión de genes esenciales para la cardiogénesis. 
El mismo autor empleó también el mismo modelo que Huang y colaboradores (evitando una deleción 
en línea germinal) para estudiar el efecto de la pérdida de Hif1a en la etapa adulta (Krishnan y cols., 
2009). Los autores demuestran el papel de HIF1α y su colaboración con PPARγ (Receptor γ Activado por 
el Factor de Proliferación de Peroxisomas, del inglés Peroxisome Proliferator-activated Receptor γ) en la 
reprogramación metabólica responsable del desarrollo de hipertrofia cardiaca tras constricción de la 
aorta torácica: la deleción de Hif1 previene el desarrollo de hipertrofia y la acumulación de 
triacilglicéridos en este contexto. Demuestran así que la activación glucolítica mediada por HIF1α es 
necesaria para la conversión de glucosa en lípidos y la activación de la síntesis de glicerofosfolípidos 
mediada por PPARγ. 
Sin embargo, un estudio reciente de Guimarães-Camboa y colaboradores (Guimarães-Camboa y cols., 
2015) sugiere un efecto de la deleción de Hif1a opuesto. En este estudio, mediante el empleo de un 
alelo de Hif1a nulo en línea germinal en combinación con otro floxeado usando una línea de ratón 
Nkx2.5-Cre, con recombinación a nivel de progenitor cardiaco en torno a E7.0-E7.5, los autores 
muestran un fenotipo de letalidad embrionaria en torno a E15.5. Los embriones mutantes presentan 
defectos en el SIV y un marcado adelgazamiento de las paredes ventriculares. A través de experimentos 
de ChIP-Seq y diversos análisis bioinformáticos, los autores proponen que la deleción de Hif1a en 
progenitores Nkx2.5 inhibe la proliferación de cardiomiocitos a través de la activación de rutas de estrés 
celular, principalmente vía P53 y ATF4.  
2.4.2.B Modelos condicionales cardiacos de Vhl 
En 2008, Lei y colaboradores (Lei y cols., 2008) emplean la línea Mlc2v-Cre en combinación con el alelo 
Vhl floxed previamente generado por el grupo de Rudolf Jaenisch (Haase y cols., 2001). Los ratones 
mutantes obtenidos no presentan letalidad. Sin embargo, a los 5 meses de edad, estos animales 
desarrollan dilatación ventricular, pérdida de función cardiaca y un aumento en la incidencia de 
aparición de tumores cardiacos. Además, ultraestructuralmente presentan degeneración de miocitos, 
acumulación de lípidos, rarefacción de miofibrillas y aumento de mitofagosomas. Los autores proponen 
que la elevación mantenida de HIF1α a causa de la deleción de Vhl sería la principal causa del fenotipo 
observado, especialmente en lo referente al metabolismo lipídico anormal y la mitofagia. 
Posteriormente, otros autores han sugerido que parte del fenotipo observado por Lei y colaboradores 
podría tener un origen embrionario. En su trabajo de 2014, Neary y colaboradores (Neary y cols., 2014) 
observaron que los ratones Vhl/aMHC-Cre presentan alteraciones en la función cardiaca y en el número 





3 METABOLISMO CARDIACO 
El corazón presenta una alta demanda energética, para poder sustentar la continua contracción del 
miocardio. Sin embargo, presenta escasas reservas de fosfatos de alta energía, por lo que el 
acoplamiento entre la producción de ATP y la contracción es esencial para la correcta función cardiaca 
(Stanley y cols., 2005). Para ello,  el corazón puede utilizar multitud de sustratos metabólicos para la 
producción de energía, incluyendo ácidos grasos, glucosa, lactato, aminoácidos y cuerpos cetónicos 
(Kolwicz y cols., 2013). Una parte fundamental en la maduración del miocardio de la etapa embrionaria 
a la postnatal y adulta consiste en el establecimiento de un sistema metabólico basado principalmente 
en la oxidación mitocondrial de sustratos altamente energéticos que garantice un aporte suficiente de 
ATP para mantener una contracción efectiva. 
3.1 Sustratos metabólicos en el corazón 
3.1.1 Ácidos grasos 
El corazón presenta una baja capacidad de síntesis de lípidos de novo, así como una baja capacidad de 
almacenamiento de los mismos. Por ello, depende de los aportados por la circulación sanguínea, 
principalmente ácidos grasos (AG) unidos a albúmina y triacilglicéridos (TAG) (Wang y cols., 1998). 
La entrada de lípidos en el cardiomiocito puede producirse a través de 3 mecanismos: (1) por difusión 
pasiva (Richieri y cols., 1993), (2) a través del receptor de albúmina (Hütter y cols., 1984), y (3) a través 
de un sistema de transporte transmembrana, que involucra proteínas de unión a ácidos grasos (FABP, 
del inglés Fatty Acid Binding Protein) y translocasas (CD36 o FAT, del inglés Fatty Acid Translocator) que 
estimulan la disociación de la albúmina y la interacción de los AG con el transportador (FATP, del inglés 
Fatty Acid Transport Protein) (Koonen y cols., 2005). Finalmente, la FABP citoplasmática transfiere los 
AG a la membrana mitocondrial externa, donde la Acil-CoA sintasa de cadena larga (ACSL) los transforma 
en Acil-CoA de cadena larga (CL-Acil-CoA) (Coe y cols., 1999) (Fig. 5). 
La entrada de los CL-Acil-CoA en la mitocondria se produce a través de la carnitina palmioiltransferasa 
(CPT). Existen dos isoformas codificadas por dos genes diferentes Cpt1 y Cpt2 (Bonnefont y cols., 1999). 
CPT1 transforma los CL-Acil-CoA en acilcarnitina de cadena larga, liberando este último producto en el 
espacio intermembrana mitocondrial (Fraser y cols., 1997), donde la carnitina acilcarnitina translocasa 
(CACT) lo transporta a la matriz mitocondrial. En la matriz, CPT2 lleva a cabo la reacción opuesta a CPT1, 






3.1.1.A Regulación del metabolismo de ácidos grasos 
El principal punto de regulación se ejerce a nivel de CPT1, controlando la entrada de ácidos grasos en la 
mitocondrial. CPT1 es sensible a los niveles de malonil-CoA, que actúa como inhibidor de la transferasa. 
Los niveles de malonil-CoA están controlados por la acción de dos enzimas: la acetil-CoA carboxilasa, 
que sintetiza malonil-CoA, y la malonil-CoA decarboxilasa, que lo degrada (King y cols., 2005). 
3.1.2 Glucosa 
El primer paso para que la glucosa sea metabolizada por el cardiomiocito es su entrada en la célula, 
mediante los transportadores de glucosa (GLUT). Existen varias isoformas, de las cuales las 
predominantes en corazón son GLUT1 y GLUT4 (Gould y Holman, 1993). GLUT1 se expresa 
principalmente durante estadios embrionarios, mientras que GLUT4 predomina en la etapa adulta y es 
sensible a insulina (Lopaschuk y Jaswal, 2010; Santalucia y cols., 1992) La asimilación de una molécula 
de glucosa a través de la glucolisis genera dos moléculas de piruvato. Este piruvato puede tener distintos 
destinos, en función del programa metabólico establecido en el cardiomiocito: (1) entrada en 
mitocondria y conversión en Acetil-CoA (AcCoA), (2) conversión anaeróbica de piruvato en lactato o (3) 
reabastecer el ciclo de Krebs a través de reacciones anapleróticas (Gibala y cols., 2000) (Fig. 5).  
3.1.2.A Entrada de piruvato en la mitocondria 
El piruvato atraviesa la membrana mitocondrial externa a través del transportador de ácidos 
monocarboxílicos 1 (MCT1, del inglés MonoCarboxylic acid Transporter 1), codificado por el gen 
Slc16a1). En la membrana mitocondrial interna, el complejo enzimático Piruvato Deshidrogenasa (PDH) 
cataliza la conversión irreversible de piruvato y Coenzima A (CoA) a Acetil-CoA (AcCoA) y CO2, 
generándose una molécula de NADH en el proceso. La reacción catalizada por el complejo de la PDH 
está estrechamente regulada mediante un proceso de fosforilación-defosforilación. Por un lado, la PDH 
fosfatasa defosforila la PDH, aumentando su actividad. Por otro, la PDH quinasa (PDK) inhibe la PDH por 
fosforilación en respuesta al aumento de los niveles de AcCoA y NADH (Stanley y cols., 2005) (Fig. 5).  
3.1.2.B Conversión de piruvato en lactato 
En situaciones en las que el piruvato no puede metabolizarse por vía mitocondrial, por ejemplo, en 
situaciones de isquemia o en células cancerígenas que realizan glucolisis aerobia (efecto Warburg 
(Warburg, 1956)), es necesario regenerar los niveles de NAD+ para que la glucolisis no se detenga. Para 
ello, el piruvato se oxida a lactato mediante la acción del enzima Lactato Deshidrogrenasa (LDH), 
regenerándose una molécula de NAD+. El lactato se elimina de la célula principalmente a través de MCT4 
(Slc16a4), localizado en la membrana plasmática y con mayor afinidad por lactato que MCT1 (Bonen, 





3.1.2.C Rutas anapleróticas del piruvato 
Una reacción o un proceso anaplerótico es aquel que genera metabolitos que reabastecen directamente 
al Ciclo de Krebs, o Ciclo de los Ácidos Tricarboxílicos (CAT) (Gibala y cols., 2000), asegurando un 




puede actuar como metabolito anaplerótico por varias vías: (1) conversión en malato, mediante el 
enzima málico (ME1, ME2) (Malloy y cols., 1990), (2) conversión en oxalacetato por la piruvato 
carboxilasa (PC) (Malloy y cols., 1990) y (3) servir como co-sustrato del glutamato en su transaminación 
a alanina por la alanina aminotransferasa (ALT), generando α-cetoglutarato (Kodde y cols., 2007). 
3.1.3 Aminoácidos 
El catabolismo de los aminoácidos en el corazón es especialmente importante en situaciones de 
disponibilidad limitada de oxígeno (Bing y cols., 1954; Julia y cols., 1990), al inhibirse la oxidación 
mitocondrial de ácidos grasos y restringirse la entrada de piruvato a mitocondria por acción de la PDK1. 
Los aminoácidos pueden ser metabolizados sin contribuir a la acidificación del medio intracelular como 
ocurre con el lactato y no requieren oxidación ni conversión glucolítica (Sambandam y cols., 2002). 
Además de ser empleados fisiológicamente, también se les han atribuido funciones en el corazón 
inmaduro, como incrementar su tolerancia al daño isquémico (Julia y cols., 1990), especialmente en el 
caso de los aminoácidos de cadena ramificada (Schwartz y cols., 1985).  
La principal característica de los aminoácidos desde el punto de vista metabólico es su capacidad de 
aportar intermediarios del ciclo de Krebs, a través de distintas vías, esquematizadas en la Figura 6. 
 
ﻬ Glutamato y glutamina: La glutamina se convierte en glutamato por acción de la glutaminasa 
(GLS). El glutamato, junto con el piruvato, genera α-cetoglutarato y alanina a través de la Alanina 
aminotransferasa (ALT) (Bolotin y cols., 2007). Además, también puede generar succinato, 
NADH y ATP a través de un proceso de fosforilación a nivel de sustrato, que no requiere oxígeno 




ﻬ Aspartato y asparagina: La asparagina se transforma en aspartato a través de la asparaginasa 
(ASPG). El aspartato puede generar oxalacetato por transaminación mediada por la Aspartato 
aminotransferasa (AST) (Gibala y cols., 2000) o bien entrar en el ciclo de Krebs a nivel del 
fumarato, a través del ciclo de la urea. 
ﻬ Aminoácidos de cadena ramificada: La valina, la leucina y la isoleucina pueden generar AcCoA, 
piruvato y succinilCoA  (Schwartz y cols., 1985). Por otro lado, también pueden participar en 
procesos de transaminación junto con el α-cetoglutarato, generándose glutamato y el α-
cetoácido correspondiente (Peuhkurinen y cols., 1983). 
3.2 Metabolismo y desarrollo embrionario 
El metabolismo glucolítico está asociado con una alta capacidad proliferativa (Lopaschuk y Jaswal, 
2010), ya que permite la obtención rápida de monómeros para la biosíntesis de lípidos, aminoácidos y 
nucleótidos que sustentan la alta tasa mitótica (Vander Heiden y cols., 2009). A medida que el proceso 
de diferenciación progresa y la capacidad proliferativa disminuye, la obtención de energía mediante el 
metabolismo oxidativo mitocondrial adquiere una importancia creciente. Este cambio metabólico, que 
permite adaptar el metabolismo a las nuevas funciones celulares, es un paso esencial para la 
diferenciación de células madre en cardiomiocitos in vitro (Chung y cols., 2011). 
3.2.1 Metabolismo en el corazón embrionario 
Diferentes estudios han demostrado que la principal característica del corazón embrionario, desde el 
punto de vista metabólico, es su alta dependencia de la glucolisis para la proliferación y generación de 
ATP (Chung y cols., 2010), en contraste con el metabolismo cardiaco en el adulto, basado principalmente 
en la oxidación mitocondrial de AG con mayor aporte de energía acorde a la alta demanda contráctil del 
miocardio maduro (Lopaschuk y Jaswal, 2010). Es más, la contribución de la oxidación de AG al aporte 
energético total es reducida en corazones embrionarios (Lopaschuk y Spafford, 1990). Este hecho se 
explica, al menos en parte, por el bajo contenido en AG que presenta la sangre fetal (Ferré y cols., 1986). 
Estas observaciones, unidas al retardo en la maduración de las enzimas asociadas al transporte y 
oxidación de AG, así como a la deficiencia en carnitina en el corazón inmaduro, han llevado a plantear 
la hipótesis de que la glucolisis es esencial durante el desarrollo cardiaco (Ostadal y cols., 1999).  
La diferencia en los programas metabólicos entre el corazón embrionario y el corazón adulto sugiere la 
existencia de un cambio metabólico que permita adaptar un metabolismo basado en la glucolisis a un 
metabolismo mitocondrial basado en la oxidación de ácidos grasos. Se ha descrito que, en ratón, esta 
transición tiene lugar en torno al nacimiento y los primeros días de vida, observándose un cambio 
metabólico postnatal de glucolisis a oxidación de ácidos grasos, asociado a un descenso en la expresión 




oxidación de ácidos grasos, acompañado además de un incremento significativo del contenido 
mitocondrial (Puente y cols., 2014). Si bien estos cambios se han relacionado con un aumento en los 
niveles de oxígeno de la etapa fetal a la postnatal, no se conocen los mecanismos moleculares que lo 
regulan ni qué papel juegan la hipoxia o los factores HIF en la regulación del metabolismo cardiaco. 
3.3 Factores HIF y regulación del metabolismo 
Es un hecho reconocido y ampliamente estudiado que HIF1 es un importante regulador del metabolismo 
celular, tanto en contextos fisiológicos como patológicos (Majmundar y cols., 2010). Células madre 
embrionarias con ambos alelos de Hif1a inactivados presentan niveles reducidos de expresión de 
transportadores de glucosa y enzimas glucolíticas (Semenza y cols., 1999). De hecho, HIF1 media una 
respuesta adaptativa esencial a situaciones de hipoxia: el cambio metabólico desde un metabolismo 
oxidativo, basado en la mitocondria, a un metabolismo no oxidativo basado en la glucolisis anaeróbica 
(Majmundar y cols., 2010). Además de la activación de enzimas glucolíticas, HIF1 activa la expresión del 
gen Pdk1, incrementando, por tanto, la inhibición de la PDH y reprimiendo la entrada de piruvato en la 
mitocondria (Kim y cols., 2006). A nivel mitocondrial, HIF1 media un cambio de isoforma de COX4-1 a 
COX4-2. COX4-2 presenta menor actividad que COX4-1, pero mayor eficacia en la transferencia de 
electrones al oxígeno, reduciendo los niveles de ROS en situaciones de hipoxia (Fukuda y cols., 2007). 
Por otro lado, HIF2 también juega un papel fundamental en la regulación del metabolismo, 
promoviendo la homeostasis redox y la viabilidad celular en múltiples contextos. HIF2 activa la expresión 
de enzimas antioxidantes, entre ellas la superóxido dismutasa 2 (SOD2), reduciendo los niveles de ROS 
(Gordan y cols., 2007). Además, también está implicado en la regulación del metabolismo lipídico, 
inhibiendo la expresión de genes involucrados en la oxidación de AG como Acsl1 o Cpt1, y promoviendo 
su almacenamiento (Rankin y cols., 2009). 
No obstante, si bien el papel de los factores HIFs en la regulación del metabolismo celular es 
ampliamente conocido en diversos contextos, especialmente en células tumorales, no existe mucho 
conocimiento acerca del papel que pueden jugar en la regulación del metabolismo de los cardiomiocitos 
in vivo. Por otro lado, los estudios previos realizados a nivel metabólico en embriones y neonatos de 
diversas especies, así como de mutantes de la ruta de respuesta a hipoxia, tratan al corazón embrionario 
como un todo, sin distinguir entre diferentes tipos celulares o estructuras dentro del corazón como el 
miocardio compacto (MC) o las trabéculas. Todo ello, unido al hecho de que el desarrollo embrionario 
y la cardiogénesis tienen lugar en condiciones de bajo oxígeno (Lee et al., 2001), sugiere que la ruta 
controlada por los factores HIF puede jugar un papel importante durante el desarrollo cardiaco, tanto a 
nivel directo como a nivel metabólico. Sin embargo, pese a los modelos descritos, todavía existe una 
falta de conocimiento en cuanto a los detalles de los mecanismos moleculares regulados por hipoxia y 


















Tal y como se ha mencionado en la introducción, existen evidencias experimentales que demuestran 
que el desarrollo embrionario transcurre en un ambiente hipóxico. Asimismo, se ha descrito que los 
modelos de deleción de componentes de la ruta de respuesta a hipoxia, tanto globales como específicos 
de corazón, presentan alteraciones cardiacas durante el desarrollo embrionario, apuntando a un 
importante papel de esta ruta en el proceso de cardiogénesis. Sin embargo, existe una gran controversia 
entre los distintos modelos genéticos publicados, así como un conocimiento limitado acerca de los 
procesos regulados por HIF y los mecanismos moleculares por los que la hipoxia interviene en el 
desarrollo cardiaco.  
A la vista de la información y resultados previos disponibles, hemos propuesto como principal objetivo 
de esta Tesis Doctoral:  
Caracterizar el papel de los componentes de la respuesta a hipoxia VHL/HIF1 en los procesos de 
desarrollo y maduración del miocardio embrionario. 
En concreto, mediante la generación de diversos modelos genéticos de ganancia y pérdida de función 
de la ruta de hipoxia en progenitores NKX2.5+ y cardiomiocitos TnTc+, se han propuesto los siguientes 
objetivos específicos: 
1) Determinar el patrón de expresión de HIF1α en las etapas centrales del desarrollo del corazón 
(E9.5-E14.5) y analizar su correlación con la programación metabólica del miocardio embrionario. 
 
2) Definir el papel de HIF1 en la regulación del metabolismo de la glucosa y la dinámica mitocondrial 
en las etapas centrales de la cardiogénesis. 
 
3) Caracterizar las consecuencias estructurales, fisiológicas y funcionales de la señalización 
deslocalizada de HIF1 tras la deleción de Vhl en el miocardio embrionario.  
 
4) Analizar las alteraciones asociadas a la pérdida de Hif1a, incluyendo adaptaciones metabólicas, 
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1 MODELOS ANIMALES 
1.1 Líneas de animales transgénicos y condiciones de estabulación 
En este estudio se han empleado diferentes líneas de ratones modificados genéticamente, previamente 
descritas. Los animales Vhl floxed, con el exón 1 del gen flanqueado por sitios LoxP (Haase y cols., 2001), 
y Hif1a floxed, con el exón 2 del gen flanqueado por sitios LoxP (Ryan y cols., 2000), previamente 
descritos, fueron mantenidos en fondo genético C57BL/6 y en homocigosis. Hembras de estas líneas se 
cruzaron con machos de diferentes líneas C57BL/6 portadoras de Cre recombinasa en heterocigosis y el 
correspondiente gen floxed (Vhl o Hif1a): la línea Nkx2.5IRESCre, que porta un casete IRES-Cre insertado 
en el extremo no traducido 3’ del ARNm del gen Nkx2.5 (Stanley y cols., 2002), o la línea transgénica 
TnTc-Cre, en la cual la expresión de la Cre recombinasa está controlada por el promotor del gen de la 
troponina cardiaca (TnTc, Tnnt2) de rata. Las hembras cruzadas de este modo fueron vigiladas para la 
formación de tapón vaginal, indicativo de cópula.  
La línea doble Vhlf/f/Hif1af/f se generó a partir de cruces de animales homocigotos Vhlf/f por Hif1af/f y 
posteriormente fue llevada a homocigosis. Hembras dobles homocigotas se cruzaron por animales 
Hif1af/f/Nkx2.5+/Cre y se seleccionaron machos Vhl+/f/Hif1af/f/Nkx2.5+/Cre. Estos machos se cruzaron por 
las hembras dobles homocigotas para cruces de análisis mediante la observación del tapón vaginal. 
Todos los animales fueron mantenidos en condiciones libres de patógenos específicos (SPF, del inglés 
specific patogen free) en el Animalario del CNIC. Todos los animales, tanto de producción como 
experimentales fueron mantenidos en condiciones ambientales, de estabulación, alimentación y 
bienestar de acuerdo a la Directiva Europea 2010/63EU y la Recomendación 2007/526/EC y el Real 
Decreto RD53/2013 del Gobierno de España. Adicionalmente, todos los experimentos, tanto con 
animales adultos como con embriones, fueron aprobados por el Comité Ético del CNIC.  
1.2 Genotipado 
Para el genotipado de ratones adultos se empleó el extremo final de la cola, cortado mediante 
cauterizador hemostático en el momento del destete (100S, Engel-Löter, Austria). En el caso del 
genotipado de embriones, se empleó el saco embrionario o la cola de los mismos. Para los controles de 
deleción se empleó tejido ventricular embrionario. En todos los casos, el tejido se incubó en agitación 
durante toda la noche a 55ºC en 600µL de solución de lisis (100mM Tris-HCl pH=8.5, 5mM EDTA, 0.2% 
SDS, 200mM NaCl) al que se le añadieron 4µL de proteinasa K (3115879001, Sigma-Aldrich, EEUU) a 
20µg/µL (concentración final 0.16µg/mL). Al día siguiente, se añadieron 167µL de NaCl 5M 
(concentración final 1.08M) y se centrifugaron los tubos a 14000 rpm a 4ºC durante 15 minutos. A los 
sobrenadantes se les añadió 700µL de isopropanol y se mezclaron por agitación.  
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A continuación, los tubos se centrifugaron a 14000 rpm a 4ºC durante 20 minutos. El precipitado se lavó 
con etanol al 70% seguido de una centrifugación a 14000 rpm a 4ºC durante 5 minutos. Tras dejar secar 
el precipitado completamente, se añadieron 100µL de agua destilada para resuspender el ADN. 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 20µL. A 10µL de mezcla comercial de PCR 
(K1082, Thermo Scientific, MA, EEUU) se añadieron 1µL de cada oligo a una concentración de 10μM 
(Sigma-Aldrich, MO, EEUU) y 1µL del ADN extraído anteriormente, con las siguientes excepciones: 
• Para el genotipado de Vhl y Hif1a, a la mezcla se le añadió 1µL de DMSO. 
• Para el genotipado de Nkx2.5, se añadieron 0.66µL de cada uno de los tres oligos.  
En todos los casos, el volumen final se ajustó a 20µL con agua destilada. Las reacciones de PCR se 
llevaron a cabo utilizando un termociclador (Verity 96-Well, Applied Biosystems, CA, EEUU). Tras 
completarse las reacciones, las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa, 
al 1.5% en el caso de la PCR de Nkx2.5, TnTc, alelo nulo de Vhl y alelo nulo de Hif1a y al 3% en el caso 
de la PCR de Vhl y Hif1a. Las secuencias de los oligos, los programas de PCR empleados y los tamaños 
de los productos obtenidos se detallan en la Tabla 1. 
 
Detección de alelos Cre 
 Nkx2.5-Cre TnTc-Cre 




Oligo reverso  GATGACTCTGGTCAGAGATACCTG GCACTCCAGCTTGGTTCCCGA 
Programa 
5' 94º, 30 x (30" 94º, 30" 60º, 1' 72º) 10' 
72º y mantener a 4ºC 
3' 94º, 30 x (30" 94º, 30" 57º, 45'' 72º) 6' 
72º y mantener a 4ºC  
Productos 
Alelo silvestre: 264 pb 
Alelo Cre: 583 pb 
Alelo silvestre: No producto 
Alelo Cre: 350 pb 
Detección de alelos floxed 
 Hif1a floxed Vhl floxed 
Oligo directo CGTGTGAGAAAACTTCTGGATG CGCGTCGTGCTGCCTTTGTG 
Oligo reverso AAAAGTATTGTGTTGGGGCAGT TCTGTCTTGGCCTCCTGAGT 
Programa 
3' 94º, 30 x (30" 94º, 30" 57º, 45'' 72º) 6' 
72º y mantener a 4ºC  
3' 94º, 35 x (30" 94º, 30" 57º, 45'' 72º) 6' 
72º y mantener a 4ºC  
Productos 
Alelo silvestre: 565 pb 
Alelo floxed: 615 pb 
Alelo silvestre: 287 pb 
Alelo floxed: 460 pb 
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Detección de alelos nulos 
 Hif1a nulo Vhl nulo 
Oligo directo GCCCATGGTAAGAGAGTAGGTGGG CTGGTACCCACGAAACTGTC 
Oligo reverso AAAAGTATTGTGTTGGGGCAGT CTGACTTCCACTGATGCTTGTCACAG 
Programa 
3' 94º, 35 x (30" 94º, 30" 57º, 45'' 72º) 6' 
72º y mantener a 4ºC  
3' 94º, 35 x (30" 94º, 30" 57º, 45'' 72º) 6' 
72º y mantener a 4ºC  
Productos 
Alelo silvestre/floxed: 1213 pb 
Alelo nulo: 400 pb 
Alelo silvestre/floxed: No producto 
Alelo nulo: 260 pb 
 
1.3 Inoculación de sustancias: pimonidazol y BrdU 
1.3.1 Inoculación de pimonidazol 
Para la detección de las regiones hipóxicas se empleó la sonda de hipoxia pimonidazol, disponible 
comercialmente como Hypoxyprobe Omni Kit (HP3-200Kit, Hypoxyprobe, MA, EEUU). Se disolvieron 
200mg de pimonidazol en 13.34mL de PBS, obteniendo una concentración final de 15mg/mL. Se 
inyectaron 150mg de pimonidazol por vía intraperitoneal a las hembras gestantes. Tras 3h de marcaje, 
para asegurar la eliminación del pimonidazol circulante y evitar marcaje debido a la hipoxia post 
mortem, se procedió al sacrificio de las hembras y a la extracción de embriones. 
1.3.2 Inoculación de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) 
Para la detección de las células proliferantes en fase S del ciclo celular se empleó el análogo de timina 
BrdU (B5002, Sigma-Aldrich, EEUU). El BrdU se disolvió en PBS para obtener una concentración final de 
10mg/mL. Las hembras gestantes se inyectaron por vía intraperitoneal con 3mg de BrdU. Tras un tiempo 
de marcaje de 2h, se sacrificaron las hembras y se extrajeron los embriones como se indica en los 
siguientes apartados. 
2 EXTRACCIÓN Y PROCESADO DE EMBRIONES Y TEJIDOS 
2.1 Extracción de embriones 
Las hembras gestantes fueron sacrificadas por sobredosis de CO2 por inhalación. Tras comprobar la 
muerte del animal por ausencia de reflejos, se abrió la cavidad abdominal y se diseccionó el útero 
completo. En una placa con tampón fosfato (PBS: 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 2mM 
KH2PO4, pH=7.4) se separaron las deciduas y se retiraron el útero y las envolturas embrionarias.  
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2.1.1 Procesamiento de embriones para técnicas histológicas en parafina 
Una vez extraídos los embriones, se procedió a su fijación. Previamente, para embriones de E14.5 en 
adelante, se cortó y descartó la cabeza y la parte inferior del cuerpo, para permitir una mejor fijación. 
Los embriones se fijaron durante toda la noche en agitación a 4ºC en 4% PFA (RT15710, Electron 
Microscopy Sciences, PA, EEUU). Tras la fijación, los embriones se lavaron en PBS en agitación, se 
deshidrataron por inmersión en etanol al 70% y se incluyeron en parafina utilizando un procesador 
automático (ASP300, Leica, Alemania) configurado con el siguiente programa: Etanol 70% 30 minutos, 
Etanol 95% 1 hora (x2), Etanol 100% 1 hora (x3), xileno 30 minutos, xileno 1 hora (x2), parafina 45 
minutos, parafina 1 hora (x2).  
Los bloques obtenidos se almacenaron a 4ºC y posteriormente se seccionaron a diferentes grosores (5 
u 8 micras) en un micrótomo (RM2245, Leica, Alemania). Los cortes obtenidos se secaron durante toda 
la noche a 37ºC y se conservaron a temperatura ambiente (técnicas histológicas y de 
inmunohistoquímica/inmunofluorescencia) o a -20ºC (técnicas de hibridación in situ). 
2.1.2 Procesamiento de embriones para criosecciones frescas 
Los embriones extraídos fueron orientados en un molde con Tissue-Tek O.C.T. Compound (4583, Sakura 
Finetek Europe, Holanda) y congelados rápidamente mediante inmersión en nitrógeno líquido entre 10 
y 15 segundos. Los bloques obtenidos se conservaron a -80ºC y se seccionaron en cortes de 10 micras 
de grosor mediante un criostato (CM1850, Leica, Alemania). Estos cortes se conservaron a -80ºC hasta 
su uso. 
2.1.3 Procesamiento de embriones para técnicas de bioquímica y biología molecular 
Una vez extraídos los embriones, se abrió el tórax y el corazón fue extraído. A continuación, para 
embriones de estadio E11.5 o superior, se eliminó la zona de las aurículas y la parte superior de los 
ventrículos para evitar la contaminación con tejido valvular. El tejido final se congeló mediante 
inmersión en nitrógeno líquido entre 10 y 15 segundos y se conservó a -80ºC hasta su procesamiento. 
2.2 Extracción de corazón de ratón adulto 
Los ratones adultos fueron sacrificados por sobredosis de CO2 por inhalación. Tras comprobar la muerte 
del animal por ausencia de reflejos, se abrió la cavidad abdominal, se retiró el diafragma y se abrió la 
caja torácica, poniendo especial cuidado en no dañar ningún vaso sanguíneo de gran calibre. A 
continuación, se seccionó la vena hepática y los corazones fueron perfundidos a través del ventrículo 
derecho mediante punción con aguja de 21Ga con 1mL de solución de 0.3 M KCl y 1mL de 4% PFA. 
Finalmente, seccionaron los grandes vasos, se extrajo el corazón y se eliminaron los restos de tejido 
adiposo y otras estructuras no cardiacas en una placa con tampón PBS. 
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2.2.1 Procesamiento de corazones para técnicas histológicas en parafina 
Los corazones aislados se fijaron durante 48 horas en agitación en a 4ºC en 4% PFA (RT15710, Electron 
Microscopy Sciences, PA, EEUU). Tras la fijación, se lavaron en PBS en agitación, se deshidrataron por 
inmersión en etanol al 70% y se incluyeron en parafina utilizando un procesador automático (ASP300, 
Leica, Alemania) configurado con el mismo programa empleado en los embriones. Los bloques 
obtenidos se almacenaron a 4ºC y se trataron de forma análoga al proceso descrito para los embriones. 
2.2.2 Procesamiento de corazones para técnicas de bioquímica y biología molecular 
Los corazones se extrajeron como se ha descrito sin realizar la perfusión con fijador. Una vez extraídos 
los corazones, en una placa con PBS colocada sobre hielo se eliminaron las aurículas, las conexiones con 
los grandes vasos y la parte superior de los ventrículos para eliminar la zona valvular. La porción 
ventricular resultante se troceó en fragmentos no mayores de 2mm. Este material se congeló por 
inmersión en nitrógeno líquido durante 10-15 segundos y se conservó a -80ºC hasta su uso posterior. 
2.3 Procesamiento de muestras para microscopía electrónica 
Los corazones se extrajeron sin perfusión con fijador. A continuación, en una placa con PBS colocada 
sobre hielo se diseccionó una porción de 2mm x 2mm aproximadamente del ventrículo izquierdo y se 
fijó durante toda la noche a 4ºC en agitación en una disolución de PFA 4% Glutaraldehído 1%. Las 
muestras se lavaron durante todo el día siguiente en agitación con PBS a temperatura ambiente. Tras 
los lavados, las muestras se trataron con una solución 1% OsO4 y se incluyeron en resina Durcupan 
(44610, Sigma-Aldrich, MO, EEUU). Tras la polimerización de la resina a 60ºC, los bloques se conservaron 
a temperatura ambiente hasta su uso. Las muestras se seccionaron a 60nm de grosor mediante un 
ultramicrotomo Ultracut S (Leica, Alemania). Las secciones resultantes se contratiñeron con acetato de 
uranilo y citrato de plomo para su visualización final.  
3 TÉCNICAS HISTOLÓGICAS 
3.1 Tinción hematoxilina-eosina 
Las secciones de 5μm de grosor se desparafinaron y tiñeron con Hematoxilina-Eosina en la Unidad de 
Histopatología del CNIC usando un teñidor automático (ST5020, Leica, Alemania) con el siguiente 
programa: xileno 3 minutos (x2), etanol 100% 2 minutos, etanol 96% 1 minuto, etanol 70% 1 minuto, 
agua destilada 2 minutos, hematoxilina de Harris 3 minutos, lavado en agua 2 minutos, 1% HCl 7 
segundos, lavado en agua 5 minutos, 20% eosina 3 minutos, lavado final y deshidratación. Los 
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3.2 Tinción Tricrómico de Masson 
Las secciones de 5μm de grosor se desparafinaron y tiñeron con Tricrómico de Masson en la Unidad de 
Histopatología del CNIC empleando el siguiente protocolo: fijación en Bouin durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, lavado con agua seguido de hematoxilina de Weigert’s durante 2 minutos, 
tinción con rojo de Biebrich durante 3 minutos, diferenciación en 1% ácido fosfomolibdico 5 minutos, 
tinción con azul de anilina 3 minutos y tinción final con verde luz durante 1 minuto. Los portaobjetos 
teñidos se digitalizaron con un escáner NanoZoomer-XR Digital slide scanner (Hamamatsu, Japón). 
3.3 Hibridación in situ 
Secciones de embriones 10µm de grosor, 
almacenadas a -20ºC, se secaron durante 30 
minutos a 65ºC. A continuación, se 
desparafinaron en xileno y se rehidrataron 
mediante lavados sucesivos en etanol en 
concentración decreciente (100%, 90%, 70%, 
50% y 30%). Una vez hidratados, los cortes se 
post-fijaron en PFA al 4% durante 20 minutos 
a temperatura ambiente y se expuso el ARNm 
mediante incubación con 0.01mg/mL de 
proteinasa K (3115879001, Sigma-Aldrich, 
MO, EEUU) a 37ºC durante 10 minutos y se 
post-fijaron de nuevo con PFA al 4% durante 
5 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, los cortes se trataron con 0.7N 
HCl durante 15 minutos a temperatura 





25% SSC 20X pH=5.5 




En agua miliQ 
SSC 20x pH=5.5 
3M NaCl 
300mM Citrato Trisódico 




2% Albúmina de Suero Bovino 
En agua miliQ 
Post-hibridación I 
50% Formamida 
25% SSC 20X pH=5.5 
1% SDS 
En agua miliQ 
Post-hibridación II 
50% Formamida 
10% SSC 20X pH=5.5 
0.2% SDS 
En agua miliQ 
Bloqueo en MABT 
2% Suero de Cabra 
1% Reactivo de Bloqueo 
MABT 5X 
0.5M Ácido Maleico 
0.75M NaCl 
2.5% Tween20 




0.1M Tris-HCl pH=9.5 
0.1% Tween20 
En agua miliQ 
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Finalmente, las secciones se bloquearon a 65ºC durante 2 horas en solución de hibridación y se 
incubaron a 65ºC durante toda la noche con la sonda correspondiente, marcada con digoxigenina (DIG), 
a una concentración final de 5µL/mL en solución de hibridación.  
Al día siguiente se realizaron dos lavados, en condiciones astringentes decrecientes, de 30 minutos cada 
uno a 65ºC con las soluciones de post-hibridación I y II. A continuación, las secciones se bloquearon con 
solución de bloqueo y se incubaron con fragmentos Fab anti-DIG conjugados a fosfatasa alcalina (1:2000 
en solución de bloqueo; 11093274910, Roche, Suiza) durante toda la noche a 4ºC. 
Finalmente, al día siguiente las secciones se lavaron durante varias horas en MABT y se acondicionaron 
por incubación durante 20 minutos en solución de fosfatasa alcalina. Para el revelado se incubaron las 
secciones con BM-Purple (11442074001, Roche, Suiza) en periodos de 10-12 horas, con lavados en 
solución de fosfatasa alcalina entre ellos, a 37ºC en oscuridad. El revelado se llevó a cabo durante 1-4 
días, hasta apreciar una señal clara. Una vez terminado el revelado, las secciones se lavaron en agua 
destilada y se montaron con medio de montaje Aquatex (108562, Meck, NJ, EEUU). Las imágenes se 
adquirieron con un microscopio de campo claro Nikon 90i (Nikon, Japón). La composición de las 
soluciones empleadas en este protocolo se detalla en la Tabla 2. 
3.4 Inmunofluorescencia 
Las secciones de 5μm de grosor se desparafinaron mediante lavados con xileno y se rehidrataron 
mediante lavados sucesivos en etanol en concentración decreciente (100%, 90%, 70%, 50% y 30%). A 
continuación, los antígenos se desenmascararon por incubación de solución citrato pH=6 (10mM citrato 
sódico, 0.05% Tween20) en una olla a presión durante 3 minutos a presión intermedia. Las secciones se 
dejaron atemperar en la propia solución durante 20 minutos y se permeabilizaron durante 10min en 
0.5% Triton-X100 en PBS. A continuación, las secciones se bloquearon con suero de cabra al 10% (16210-
072, Life Technologies, NY, EEUU) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se incubó el 
anticuerpo primario en suero de cabra al 10% durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, tras varios 
lavados con PBS, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario apropiado (Life Technologies, 
NY, EEUU o Dako, Dinamarca) en albúmina sérica bovina (BSA) al 5%, durante 1 hora a temperatura 
ambiente en oscuridad. En los casos necesarios, la señal se amplificó usando tiramidas (TSA System, 
Perkin-Elmer, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante e incubando durante 3min. Finalmente, 
las secciones fueron incubadas con DAPI (FORMULA, Millipore, EEUU) para teñir los núcleos durante 10 
minutos a temperatura ambiente en oscuridad y montadas con medio de montaje específico de 
inmunofluorescencias (Fluorescent Mounting Medium, S3023, Dako, Dinamarca). Las imágenes se 
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Epítopo 
Anticuerpo 1º Anticuerpo 2º 
Referencia Dilución Tipo Dilución 
BrdU 347580 (BD) 1:100 HRP 1:100 
CD31 Ab28364 (Abcam) 1:100 HRP Kit FLEX (K4003 Dako) 
GLUT1 07-1401 (Millipore) 1:200 Conjugado 1:400 
HIF1a NB100-449 (Novus) 1:100 HRP 1:100 
Ki67 Ab16667 (Abcam) 1:100 HRP 1:100 
P70(pThr389) 9205 (Cell Signaling) 1:100 HRP 1:100 
pH3 06-570 (Millipore) 1:100 HRP 1:100 
Pimonidazol PAb2627 (Hypoxyprobe) 1:100 HRP 1:100 
SMA-Cy3 C6198 (Sigma) 1:300 N/A N/A 
TnTc CT3 (DSHB) 1:200 Conjugado 1:400 
  
Para las tinciones de membrana, las secciones se incubaron con aglutinina de germen de trigo (WGA, 
del inglés Wheat Germ Agglutinin) conjugada con Cianina 5 (W32466, Life Technologies, EEUU) durante 
1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Las condiciones específicas para cada anticuerpo 
primario y la referencia de los mismos se encuentran recogidas en la Tabla 3. 
3.5 Inmunohistoquímica 
Para las tinciones de inmunohistoquímica se siguió un protocolo análogo al seguido para las tinciones 
de inmunofluorescencia. Sin embargo, en el caso de la inmunohistoquímica las secciones se incubaron 
con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (Dako, Dinamarca) y la señal se reveló mediante 
3,3’-diaminobencidina (DAB), siguiendo las instrucciones del fabricante (K3468, Dako, Dinamarca). 
4 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
4.1 Extracción de ARN de corazón embrionario 
El ARN total fue extraído por lisis mediante QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, EEUU) y el kit comercial 
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la homogeneización 
de las muestras embrionarias se empleó una jeringa de 1mL con una aguja de 25 gauges, durante 20 
inyecciones o hasta la completa disociación del tejido.  El ARN total embrionario fue eluido en un 
volumen total de 30μL. 
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4.2 Obtención de ADN codificante mediante reacción de retrotranscripción 
La reacción de retrotranscripción para la obtención de ADN complementario (ADNc) se llevó a cabo 
mediante el kit comercial MultiScribe™ Reverse Transcriptase kit (Applied Biosystems, EEUU) siguiendo 
las instrucciones del fabricante.  
Una vez finalizada la reacción, el volumen resultante se llevó a un volumen final de 100μL, se midió la 
concentración del ADNc obtenido mediante un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, EEUU) y se ajustó su 
concentración a 250ng/μL. 
4.3 PCR cuantitativa 
Todas las reacciones de PCR cuantitativa (qPCR) se llevaron a cabo en un termociclador AB7000 (Applied 
Biosystems, EEUU). En todos los casos se empleó SYBR Green PCR Master Mix (4472908, Applied 
Biosystems, EEUU). Los oligonucleótidos específicos para cada transcrito fueron obtenidos de 
PrimerBank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html) (Spandidos y cols., 2009, 2008; 
Wang y Seed, 2003) y analizados para comprobar que flanqueaban la unión entre dos exones, o bien 
diseñados mediante la herramienta en línea Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/webif.php). Las 
secuencias de los oligos empleados y los productos obtenidos se detallan en la Tabla 4. En cada reacción 
se emplearon 500ng de ADNc como molde. 
Gen Oligo directo Tm Oligo reverso Tm pb 
Acacb TCAAGTGTATGCGCTCCATC 59,8 TGGGACAGGGACGTACTGAT 60,4 146 
Acads TGGGATGGGCTTCAAAATAG 59,9 CTCGGCATACTTCACAGCAC 59,5 115 
Acsf3 AGGAGTGGAAGTACGCATCAT 60,7 AACCCTGGAGTCACCTTTGTC 61,6 102 
Acsl3 TGTCTTTCTCATGGATGCCGA 61,2 CAGCACGGATGTGTCTCCTT 61,9 102 
Acss1 GACACCCAAGGGACTCGTTC 62,2 CCTGGCTGGTAGTCAAACACG 62,9 87 
Acta1 CCCAAAGCTAACCGGGAGAAG 62,4 CCAGAATCCAACACGATGCC 61,1 134 
Aimp2 ACTTGGACGTAACCAACATCC 60,0 TCAGCGCCCCATAGTCCTT 62,7 102 
Ak4 CACACGCCTAATGATGTCAGAA 60,4 TGCCTGTACTAATGTCCTCGG 61,0 85 
Anf GCTTCCAGGCCATATTGGAG 60,2 GGGGGCATGACCTCATCTT 61,1 126 
Ank2 AGATTACTGTGCAGCATAACAGG 60,4 TGGTTGTAAAGGAAACACACTCA 60,0 106 
Ant1 GTCTCTGTCCAGGGCATCAT 60,1 TCACACTCTGGGCAATCATC 59,6 127 
Atg9a CAGTTTGACACTGAATACCAGCG 61,6 AATGTGGTGCCAAGGTGATTT 60,4 114 
Atg9b TCACATCCAGAACCTGGACA 60,1 CCAGCAGGATACAGGCAAAG 60,8 80 
Beclin1 ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC 62,9 TGGGCTGTGGTAAGTAATGGA 60,5 149 
Bnip3 ACACAAGCGTTATGAAGAAAGGG 61,0 CTTCCAATGTAGATCCCCAAGC 60,4 115 
Cacna1d AGAGGACCATGCGAACGAG 61,4 CCTTCACCAGAAATAGGGAGTCT 60,8 63 
Col12a1 TTGCAGCTAGTACCACTGAAAC 60,2 CCCTGGCTTTGTAGGACCAC 62,2 149 
Cox4i2 CTGCCCGGAGTCTGGTAATG 62,0 CAGTCAACGTAGGGGGTCATC 61,9 109 
Cpt1b TCTTCTTCCGACAAACCCTGA 60,7 GAGACGGACACAGATAGCCC 61,4 110 
Crat AGCAGGACTTTGTGGATCTACA 60,8 GCAGCGTCTCATTGTCAATCA 61,0 99 
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Cx40 AGGAAAGGAAGCAGAAGGCT 59,6 GACTGTGGAGTGCTTGTGGA 59,9 107 
CyclinD1 TGACTGCCGAGAAGTTGTGC 62,7 CTCATCCGCCTCTGGCATT 61,8 164 
CypD AACCCGCGAGTCTTCTTTGAC 62,6 TAATTCGGTGGAAAGGGCATC 60,1 187 
Dpp6 GGGGAGTAATCCTCCACAGAG 60,7 GACAGACTGGTATCTTCCGCT 61,0 126 
Eci1 ACCCAGCCCACTATGCTGA 62,7 GCTCCATTGATGGCAGACACTAA 62,5 97 
Epas1 GTCACCAGAACTTGTGC 49,7 CAAAGATGCTGTTCATGG 53,2 249 
Fabp3 ACCTGGAAGCTAGTGGACAG 60,6 TGATGGTAGTAGGCTTGGTCAT 60,3 106 
Glut1 CTCTGTCGGCCTCTTTGTTAAT 60,0 CCAGTTTGGAGAAGCCCATAAG 60,6 104 
Hif1a ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG 60.2 CTGTTAGGCTGGGAAAAGTTAGG 60.5 228 
Hif1b GAGGGCTATTAAGCGACGGTC 62,3 CTGGTCATCATCGCATCTCAAA 60,4 85 
Hk2 TGATCGCCTGCTTATTCACGG 62,5 AACCGCCTAGAAATCTCCAGA 60,3 112 
Kcne1 ATGAGCCTGCCCAATTCCAC 62,6 GAGCTGAGACTTACGAGCCA 61,0 108 
Kcne3 GAGTGAATTCTTCCTGCAAGC 59,1 TCAGTCCCGTTGGAAGTCTC 60,2 118 
Kcnk3 CCTTCTACTTCGCCATCACC 59,7 GACTAGTGTGAGCGGGATGC 60,8 122 
Lamp2a ATGTGCCTCTCTCCGGTTAAA 60,9 GCAAGTACCCTTTGAATCTGTCA 60,5 111 
Lars GAGCAGCAAGGGCAAATACTT 60,9 ACTGCAAACTCACACTTGGATAA 60,1 102 
Lars2 AGAGAGGAATTTGCACCCTGA 60,8 GCCTCCTTTTGATAGGCCAGTC 62,7 189 
Ldha ACATTGTCAAGTACAGTCCACAC 60,4 TTCCAATTACTCGGTTTTTGGGA 60,1 114 
Lpl GGGAGTTTGGCTCCAGAGTTT 60,0 TGTGTCTTCAGGGGTCCTTAG 60,5 115 
Mfn1 ATGGCAGAAACGGTATCTCCA 60,9 CTCGGATGCTATTCGATCAAGTT 60,2 153 
Mfn2 CTGGGGACCGGATCTTCTTC 61,4 CTGCCTCTCGAAATTCTGAAACT 60,5 143 
Mgarp GAAGGACGCATCTCTTCGCC 62,9 CGCCTTTGTTTGTTCTTTCGGT 62,1 187 
Mgp GGCAACCCTGTGCTACGAAT 62,5 CCTGGACTCTCTTTTGGGCTTTA 61,8 134 
Mxi1 AACATGGCTACGCCTCATCG 62,4 CGGTTCTTTTCCAACTCATTGTG 60,2 157 
Myo16 GGGGCAGATCCACACACTC 62,0 TCCTCATCCTGATGGTTGACA 60,2 128 
Nix ACTGGGTATCAGACTGGTCCA 61,7 GCAGCACGTTTAGGGTGTC 61,0 79 
Nkx2.5 ACCCTGACCCAGCCAAAG 61,0 GGCTTTGTCCAGCTCCACT 60,4 80 
Nmyc ACCCTGACCCAGCCAAAG  61,0  GGCTTTGTCCAGCTCCACT   60.4 80  
Naa10 AGATGCGTATGCAATGAAGCG 59,7 AGATGCGTATGCAATGAAGCG 59,7 95 
Opa1 TGGAAAATGGTTCGAGAGTCAG 60,0 CATTCCGTCTCTAGGTTAAAGCG 60,7 77 
Os9 AATTGTTGAGCCCAATGAGAGAT 58,4 CTGTTTCGTCGTCCCAGTTGA 60,5 177 
p21 CCTGGTGATGTCCGACCTG 61.7 CCATGAGCGCATCGCAATC 62.0 103 
p27 ATGCTGTATTGGATAGACT 56,7 TTGATTGCTTGATGTGTAA 56,5 183 
p57 AAGAGAACTGCGCAGGAGAA 60,2 TCTCTGGCCGTTAGCCTCTA 60,1 144 
p62 GAACTCGCTATAAGTGCAGTGT 60,1 AGAGAAGCTATCAGAGAGGTGG 60,1 131 
Pcp4l1 ATGAGCGAGCTTAACACCAAA 60,0 CTGCCAGGCTTCCCTTTTTC 61,2 77 
Pgc1a TCACACCAAACCCACAGAAA 59,9 GTGACTCTGGGGTCAGAGGA 60,2 137 
Pgk1 TGGTGGGTGTGAATCTGCC 61,9 ACTTTAGCGCCTCCCAAGATA 60,7 124 
Phd3 ATTGGGACGCCAAGTTACAC 59,9 TTCTGCCCTTTCTTCAGCAT 60,0 197 
Prelid1 CCCAGAATCAGACCATGACCA 61,2 AGTAAACACATCGTTCCTCCAC 60,0 81 
Prelid2 ACATGGCTATCCGGAGTCAC 59,9 GTGATTGAAATTCGGCCTGT 59,9 130 
Scn4b TGGTCCTACAATAACAGCGAAAC 60,5 ACTCTCACCTTAGGGTCAGAC 60,0 83 
Scna5 TGCTGAATAAGGGCAAAACCA 60,2 GCTGAAGAGCGAATGTACCAAAA 61,3 119 
Slc16a3 GACACGGCTTGGATCTCCTC 62,0 CATTCCCAGGGACGCAAAGAG 63,0 132 
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Slc3a2 TGATGAATGCACCCTTGTACTTG 60,8 GCTCCCCAGTGAAAGTGGA 61,2 183 
Slc7a3 TCTCCTACGTCATTGGTACAGC 61,2 AGAGTCCGAGAGATGTGGTTTC 61,2 88 
Stc1 CTCCAAAACTCAGCAGTGATTCT 60,5 GAGGCAGCGAACCACTTCA 62,2 135 
Tnni2 CGGAGGGTGCGTATGTCTG 62,1 CAGGTCCCGTTCCTTCTCA 60,6 129 
Tpi1 CCAGGAAGTTCTTCGTTGGGG 62,6 CAAAGTCGATGTAAGCGGTGG 61,3 144 
Trp53 CTCTCCCCCGCAAAAGAAAAA 60,8 CGGAACATCTCGAAGCGTTTA 60,4 84 
Ucp3 CCTACGACATCATCAAGGAGAAGT  62  TCCAAAGGCAGAGACAAAGTGA   62,2 83  
Usp20 ACAAGAAGCGGCCAAGCTATG 61,2 CCATTAGGCAGCGTAGGAACT 59,9 120 
Vegfa ACAGAAGGAGAGCAGAAGT 61,8 TCAATCGGACGGCAGTAG 63,0 77 
Vhl TGTGCCATCCCTCAATGTCG 62,2 GCACCGCTCTTTCAGGGTA 61,7 79 
Vhldel TCAGCCCTACCCGATCTTACC   62.5 ATCCCTGAAGAGCCAAAGATGA  62.3  79  
Hif1adel  CACCGATTCGCCATGGA  62.7 TCGACGTTCAGAACTCATCTTTTT  61.4 66  
GusB CTCTGGTGGCCTTACCTGAT   59 CAGTTGTTGTCACCTTCACCTC  59  73  
Hprt TCAGTCAACGGGGGACATAAA 60,8 GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 62,4 142 
Rpl32 CACCAGTCAGACCGATATGTGAAA 61,0 TGTTGTCAATGCCTCTGGGTTT 62,1 64 
 
Las condiciones de reacción fueron las siguientes: un primer paso a 50ºC durante 2 minutos, un paso de 
desnaturalización inicial a 95ºC durante 10 minutos, 40 ciclos de dos pasos: 95ºC durante 15 segundos 
y 60ºC durante 1 minuto. Finalmente, se llevó a cabo un paso de disociación para confirmar la 
especificidad de los oligos empleados. Cada gen para cada muestra fue analizado en triplicado en la 
misma carrera. 
Una vez finalizada la reacción y la toma de medidas, se empleó el programa SDS (Applied Biosystems, 
CA, EEUU) en configuración automática para normalizar la línea base y marcar un umbral de 
amplificación específico de cada gen analizado. Los valores Cq obtenidos tras este análisis preliminar se 
analizaron mediante el programa qBase (Biogazelle, Bélgica), considerando la eficiencia específica de 
cada pareja de oligos y usando tres transcritos (Gusb, Hprt y Rpl32) como genes de referencia. Se 
descartaron aquellos valores dentro de los triplicados que diferían más de 0.5 unidades en sus Cq o 
aquellos genes con una diferencia menor de 5 unidades entre su Cq y el de su control negativo. La 
eficiencia de cada pareja de oligos se calculó llevando a cabo el mismo protocolo, con diluciones seriadas 
de ADNc control para la misma pareja. 
4.4 Síntesis de sondas de ARN para hibridación in situ 
Las sondas de ARN para hibridación in situ marcadas con DIG se obtuvieron a partir de fragmentos 
específicos para el gen deseado, obtenidos por reacción de PCR a partir de ADNc. Los oligos se diseñaron 
mediante la herramienta Primer3, considerando un tamaño de amplicón de entre 500 y 800 pb y una 
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temperatura de fusión (Tm) en torno a 58ºC. A la secuencia de los oligos se añadió para su síntesis la 
secuencia del promotor de la polimerasa SP6 (ATTTAGGTGACACTATAGAA, en el extremo 5’ del oligo 
directo) o la secuencia del promotor de la polimerasa T7 (GTAATACGACTCACTATAGGG, en el extremo 
5’ del oligo reverso). Las secuencias de los oligos empleados (sin las colas de secuencias promotoras) 
están detalladas en la Tabla 5. La mezcla de reacción se llevó a cabo en un volumen final de 20μL. A 
10μL de mezcla de reacción comercial (K1082, Thermo Scientific, MA, EEUU) se añadieron 1µL de cada 
oligo a una concentración de 10μM (Sigma-Aldrich, EEUU) y 250ng del ADNc obtenido anteriormente. 
El volumen final se ajustó con agua destilada. El programa empleado fue el siguiente: un paso inicial a 
94ºC por 5 minutos, 40 ciclos con tres etapas cada uno (94ºC, 45 segundos, 58ºC 45 segundos y 72ºC 90 
segundos) y un paso final de elongación a 72ºC durante 10 minutos. Tras la reacción, los fragmentos 
obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificaron mediante el 
kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (28704, Qiagen, EEUU) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
Gen Oligo directo Oligo reverso Sonda 
Bmp10 TCAAGACGCTGAACTTGTCG TGCTCCTTGTCATTGCTTTG 610 
Cx40 CTCCTCCCCCTGACTTCAAT GCTGGTGTTGAACCTGTCCT 606 
Glut1 GGACTTTGATGGCTCCAGAA GAGTGTCCGTGTCTTCAGCA 567 
Hcn4 GCATGATGCTTCTGCTGTGT CCAGCTTTCGGCAGTTAAAG 501 
Hif1a GCAGCAGGAATTGGAACATT GGACAAACTCCCTCACCAAA 635 
Ldha GGAAGGAGGTTCACAAGCAG CTGCAGTTGGCAGTGTGTCT 543 
Pdk1 CTGGGTTTGGTTACGGATTG GCCAGCTACTCCACGTTCTT 652 
 
La síntesis de las sondas de secuencia complementaria al ARNm (“anti-sense”) y marcadas con DIG se 
llevó a cabo mediante una reacción de transcripción in vitro. Para ello se empleó una mezcla de reacción 
de la polimerasa T7 (concentraciones finales: 0.01M DTT, 20U RNasin Plus RNase Inhibitor (N2611, 
Promega, EEUU), DIG RNA Labeling Mix 1X (11277073910, Roche, Suiza) y 20U polimerasa T7 
(10881775001, Roche, Suiza)) a la que se le añadieron 100-200ng del fragmento purificado 
anteriormente. Esta mezcla se incubó a 37ºC durante 6 horas. Finalmente, las sondas se purificaron 
mediante el kit illustra AutoSeq G50 Dye Terminator Removal (27-5340-01, GE Healthcare, Reino Unido) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sondas purificadas se conservaron a -80ºC.  
En el caso de las sondas de las sondas de Anf, Mycn, Nkx2.5 y Tbx5, fueron cedidas por los laboratorios 
del Dr. José Luis de la Pompa y del Dr. Miguel Manzanares. En todos los casos se linealizó el plásmido 
mediante digestión con la enzima de restricción correspondiente. El plásmido lineal se empleó como 
molde para la reacción de transcripción descrita.  
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5 TÉCNICAS BIOQUÍMICAS 
5.1 Extracción de proteína de corazón embrionario 
Los corazones embrionarios conservados a -80ºC se homogeneizaron mediante una aguja de 25Ga en 
hielo en solución RIPA (1% NP40, 0.5% deoxicolato sódico, 0.1% SDS, 150mM NaCl, 5mM EDTA pH=8  y 
50mM Tris-HCl pH=8 en agua destilada). En el momento de su uso se añadieron inhibidores de proteasas 
y fosfatasas: mezcla de inhibidores de proteasas comercial (11697498001, Roche, Suiza), 20mM NaF, 
0.1mM PMSF y 1μM ortovanadato sódico. Una vez obtenidos los lisados, se centrifugaron a 14000 rpm 
durante 20 minutos a 4ºC, se descartó el precipitado y se midió la concentración de proteína en el 
sobrenadante mediante el kit comercial Pierce BCA Protein Assay kit (23227, Thermo Scientific, EEUU) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En el momento de su uso, a 15μg de muestra se les añadieron 
10μL de tampón de carga 5X (0.3M Tris-HCl pH=6.8, 10% SDS, 50% glicerol, 0.05% azul de bromofenol) 
y el volumen de agua necesario para un volumen final de 50μL y se incubaron a 95ºC durante 5 minutos 
para la desnaturalización de las proteínas. 
5.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodetección 
La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se llevó a cabo 
mediante el sistema Mini-PROTEAN® Tetra Handcast (BioRad, EEUU). Se emplearon geles separadores 
al 12% para S6K y pS6K. En todos los casos, el gel concentrador se preparó a una concentración de 
acrilamida del 5%. La composición de los geles se detalla en la Tabla 6. Se cargaron las muestras y 10μL 
de marcador de peso molecular (BlueStar Prestained Protein Marker, MWCP03, Nippon Genetics, 
Japón) en el gel y éste se corrió en tampón de electroforesis (25mM Tris, 192mM glicina, 0.1% SDS) a 
120V hasta la salida del frente por la parte inferior del gel. A continuación, las muestras fueron 
transferidas a una membrana de PVDF previamente activada en metanol. Se empleó un sistema de 
transferencia húmeda con tampón de transferencia en presencia de SDS (25mM Tris, 192mM glicina, 
20% metanol) durante 90 minutos a 400mA. 
Componente Gel separador Gel concentrado 
Acrilamida-bisacrilamida 29:1 12% 5% 
Tris 1.5M pH=8.8 0.37M N/A 
Tris 1M pH=6.8 N/A 0.125M 
SDS 0.1% 0.1% 
Persulfato amónico 0.1% 0.1% 
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Finalizada la transferencia, las membranas se lavaron con TBS (50mM Tris, 150mM NaCl, pH=7.6) con 
0.05% Tween20 (TBS-T) y se bloquearon en reactivo de bloqueo para Western-Blot al 1% en TBS 
(11921673001, Roche, Suiza) durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación.  
Finalmente, las membranas se separaron en dos partes, una con la proteína de interés y otra con la 
tubulina para el control de carga, y se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos 1:1000 en 
reactivo de bloqueo para Western-Blot al 0.5% en TBS-T durante toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos 




E4BP-1 236B4 (Cell Signaling) 1:1000 
E4BP-1(pThr37/46) 53H11 (Cell Signaling) 1:1000 
α-Tubulina T9026 (Sigma-Aldrich) 1:2000 
 
Al día siguiente, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos cada vez en TBS-T y se incubaron 
con el anticuerpo secundario de la especie correspondiente conjugado a peroxidasa (Dako, Dinamarca), 
diluidos 1:5000 de forma análoga al anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente, en 
oscuridad y agitación. 
 Tras dos lavados de 20 minutos en TBS-T y un lavado adicional de 10 minutos en TBS, las membranas 
se incubaron durante 3 minutos en ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham, UK) para 
el desarrollo de la señal de luminiscencia. La señal se detectó usando el sistema LAS-3000 Imaging 
System (Fujifilm, EEUU).  
5.3 Detección de actividad COX4 sobre cortes frescos 
Las criosecciones se dejaron atemperar 10 minutos a temperatura ambiente y, a continuación, se 
eliminó el OCT mediante un lavado de 10 minutos en PBS 1X. Seguidamente, se incubaron durante 10 
minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda en solución COX-IV (0.05M tampón fosfato, 0.22M 
sacarosa, 3.6mg/mL catalasa (C9322, Sigma Aldrich, EEUU), 1.6mg/mL citocromo C (DC506, Sigma 
Aldrich, EEUU), 1mg/mL DAB (D5905, Sigma Aldrich, EEUU)).  
Para preparar el tampón fosfato al 0.05M se mezclaron 9.5mL de una solución de 0.2M NaH2PO4 con 
40.5mL de una solución de 0.2M Na2HPO4, se ajustó el pH a 7.4 y se llevó a un volumen final de 200mL. 
Tras la incubación, las secciones se lavaron durante 5 minutos en PBS 1X y se post-fijaron en PFA al 4% 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se montaron en medio de montaje Aquatex 
(108562, Merk, EEUU).  
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6 SECUENCIACIÓN MASIVA Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
6.1 Preparación de la muestra, creación de librerías y secuenciación 
El ARN extraído a partir de ventrículos de embriones de E12.5 (ver puntos 2.1.3 y 4.1) se cuantificó y se 
analizó su pureza mediante un espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, EEUU). La 
integridad del ARN se verificó mediante un analizador Agilent 210 Bioanalyzer (Thermo Scientific, 
EEUU). A continuación, se construyeron librerías marcadas e indexadas de ADNc a partir de 500ng de 
ARN total mediante el kit TruSeq RNA Sample Preparation vs2 (Illumina, EEUU) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Estas librerías se cuantificaron mediante un ensayo Quant-iT sdDNA HS en 
un fluorímetro Q-bit (Life Technologies, EEUU). El tamaño medio de la librería y su distribución de 
tamaños se determinó mediante un ensayo DNA 1000 en un analizador Agilent 2100 Bioanalyzer.  
Las librerías se normalizaron a una concentración de 10nM mediante 10mM Tris-HCl pH8.5 con 0.1% 
Tween20, sometidas a una celda de flujo Illumina para la generación de clusters mediante el kit True 
Seq SR Cluster Kit V2 cBot (Illumina, EEUU) y secuenciadas por síntesis. Se generaron lecturas únicas de 
75 pb mediante el kit TruSeq SBS v5 (Illumina, EEUU) en una plataforma de análisis genómico IIx 
siguiendo un protocolo estándar de secuenciación de RNA. Las lecturas se procesaron posteriormente 
mediante el paquete CASAVA (Illumina, EEUU) para separarlas según los índices de los adaptadores y 
generar los archivos fastq. 
6.2 Análisis bioinformático 
6.2.1 Análisis de genes diferencialmente expresados 
Primeramente se asignó la calidad a cada una de las lecturas por preprocesamiento mediante el 
software FastQC (Andrews, 2010). A continuación, las secuencias adaptadoras de Illumina se eliminaron 
mediante el programa Cutadapt v1.3 (Martin, 2011) y las lecturas menores de 30 pb fueron eliminadas. 
El conjunto de lecturas resultante se mapeó contra el transcriptoma de ratón correspondiente a la 
versión 70 de Ensembl (GRCm38) y se cuantificó mediante RSEM v1.2. (Li y Dewey, 2011). Los valores 
de expresión crudos así obtenidos se procesaron mediante el paquete de Bioconductor EdgeR (Robinson 
y cols., 2010) para su normalización, mediante el método TMM, y análisis de la expresión diferencia, 
mediante el uso de una variable de bloqueo para tener en cuenta los grupos correspondientes a cada 
camada. En el caso del análisis de la línea Vhl/Nkx2.5, dos muestras se clasificaron como outliers en base 
a gráficos de escalado multidimensional y fueron descartadas. Para el análisis de expresión, sólo se 
consideraron aquellos genes expresados a un nivel mínimo de 1 cuenta por millón en al menos dos 
muestras. Así mismo, se consideraron cambios significativos en la expresión de cada gen si el p-valor 
ajustado por el método Benjamini/Hochbers era menor a 0.05. 
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6.2.2 Análisis de enriquecimiento de términos de ontología de genes 
Para el análisis de enriquecimiento de términos de ontología génica, los genes diferencialmente 
expresados se analizaron mediante GOrilla (Eden y cols., 2009) para identificar aquellos términos 
enriquecidos pertenecientes a la ontología de Procesos Biológicos. Los términos enriquecidos se 
filtraron aplicando un umbral al p-valor de 0.001 y se agruparon de forma manual en categorías 
definidas ad hoc. La asociación entre genes y términos enriquecidos se representó gráficamente 
mediante GOplot (Walter y cols., 2015). 
7 OTRAS TÉCNICAS 
7.1 Espectroscopia por resonancia magnética nuclear 
Los corazones embrionarios extraídos se examinaron mediante Espectroscopia por Resonancia 
Magnética Nuclear de Protón de Ángulo Mágico a alta resolución (HR-MAS, del inglés, High Resolution 
Magic-Angle Spinning). El procedimiento se llevó a cabo a 4ºC para reducir la degradación de los 
metabolitos del tejido. La espectroscopia se llevó a cabo a 500.13MHx mediante un espectrómetro 
Bruker AVIII 500 (Bruker, EEUU) a 11.7T. Las muestras se colocaron en un rotor de óxido de circonio de 
50μL mediante un inserto cilíndrico, en presencia de 50μL de una solución 0.1mM de ácido 
trimetilsililpropanoico (TSP) en agua deuterada. Las muestras se hicieron girar a 5000Hz para eliminar 
los efectos de las bandas de spining laterales del espectro adquirido. El espectro estándar, una vez 
suprimido el espectro del disolvente, se agrupó en 32000 puntos, promediados tras 3000 adquisiciones.  
Las adquisiciones de 4 horas emplearon una secuencia de pulsos CPMG con un TE=10ms y un ancho 
espectral de 6009.61Hz (antes de la aplicación de la transformada de Fourier). Las señales del 
decaimiento de inducción libre (FID, del inglés Free Induction Decay) se multiplicaron por una función 
de peso exponencial correspondiente al ensanchamiento de la línea de 0.3Hz. Los espectros se 
referenciaron al singlete del TSP a 0ppm de desplazamiento químico. 
El procesamiento de los datos se llevó a cabo con el paquete de R Metabonomic (Izquierdo-García y 
cols., 2009). La región de desplazamiento comprendida entre 4.90 y 5.20ppm se excluyó del análisis 
para eliminar los efectos aleatorios de variación en la supresión de la resonancia del agua, así como  la 
región entre 0 y 0.04ppm, por contener la referencia interna del TSP. A continuación, los espectros se 
alinearon a la señal del TSP, se ajustó la fase y la línea base y se normalizaron a la suma total de las 
regiones espectrales. Finalmente, para la cuantificación metabolómica, las señales se integraron 
individualmente usando el algoritmo Global Spectral Deconvolution del software MestRenova v.10 
(Mestrelab Research SL, Spain).  
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7.2 Ecocardiografía 
Los ratones adultos, con el tórax previamente depilado, fueron anestesiados por anestesia inhalatoria 
al 1.5% de isofluorano a una velocidad de flujo de 1L/min. Una vez alcanzado el plano anestésico, se 
adquirieron las imágenes mediante una sonda MS400, a 30MHz para las imágenes 2D y en modo M y a 
24MHz para los modos color y Doppler pulsado. 
En el caso de hembras gestantes, fueron anestesiadas por anestesia inhalatoria al 2% de isofluorano a 
una velocidad de flujo de 1L/min. Una vez alcanzado el plano anestésico, se practicó una incisión en el 
abdomen de unos 3cm de longitud y se expuso el útero sin dañar los vasos sanguíneos que conectan 
cada decidua a la circulación materna. Las imágenes se adquirieron con una sonda MS700, a 50MHz 
para los modos 2D y M y a 40MHz para los modos color y Doppler pulsado. Tras la adquisición de todos 
los embriones, la hembra gestante fue sacrificada por dislocación cervical sin detener la anestesia y el 
útero fue extraído.  
En todos los casos se empleó un escáner de ultrasonidos VEVO-2100 (Visualsonics, Canada). Las 
imágenes obtenidas fueron analizadas mediante el programa VEVO-2100.  
7.3 Tratamientos de hipoxia in vivo 
Se introdujeron hembras C57BL/6 gestantes a día E10.5 o E12.5 en una cámara de hipoxia (Coy, MI, 
EEUU) durante 48 horas al 10% O2. Transcurrido ese tiempo, las hembras fueron sacrificadas y los 
embriones extraídos como se describe previamente. 
7.4 Microdisección por captura por láser 
Las criosecciones frescas de corazones de embriones a E12.5 a 8μm de grosor se recogieron sobre 
portaobjetos especiales recubiertos de una membrana PEN (polietilénnaftalato) de 2μm. A 
continuación, se lavaron durante 5 segundos en baños sucesivos de xileno (x2), etanol 100%, etanol 
90%, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30% y agua destilada (x2). A continuación, se tiñeron durante 20 
segundos con hematoxilina y se deshidrataron mediante lavados de 5 segundos siguiendo el proceso 
inverso al inicial. Para la selección del MC o de las trabéculas y la posterior captura del tejido se empleó 
un sistema de Microcaptura por Láser (AS-LMD, Leica, Alemania).  
El material de cada portaobjetos con 24 cortes se capturó sobre 25μL de tampón de lisis del kit comercial 
de extracción de ARN empleado (RNeasy Mini Kit, 74104, Qiagen, EEUU). Cada uno de los triplicados 
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8 ANÁLISIS DE IMAGEN 
8.1. Cuantificación de parámetros morfológicos de corazones embrionarios 
A partir de las imágenes de las tinciones de Hematoxilina-Eosina digitalizadas se midieron distintos 
parámetros morfológicos mediante el software NDP View (Hamamatsu, Japón). Por cada embrión, se 
cuantificó una sección en una vista transversal de 4 cámaras a la altura de las válvulas. En cada sección 
se cuantificó la distancia dorsal-frontal y la distancia septo-epicardio en cada cámara ventricular y la 
media de 3 medidas del ancho del septo y del grosor del miocardio compacto en cada ventrículo en la 
zona de máxima curvatura.  
8.2 Cuantificación del área trabecular 
Se empleó el software NDP View para exportar imágenes de la sección completa. Mediante el software 
ImageJ, se eliminó manualmente la sangre y las imágenes RGB se separaron en los tres canales. A 
continuación, se aplicó un umbral empírico al canal verde hasta abarcar toda el área de tejido. En la 
máscara resultante se seleccionaron manualmente las trabéculas y se midió su área. Para el análisis se 
emplearon las mismas secciones cuantificadas para los parámetros morfológicos. 
8.3 Cuantificación de estructuras discretas y relativización 
En todos los casos se empleó el pluggin de ImageJ CellCounter para la cuantificación manual de 
estructuras discretas (núcleos positivos, estructuras endoteliales, células apoptóticas, etcétera).  
8.3.1 Cuantificación de secciones teñidas mediante inmunofluorescencia 
8.3.1.A Cuantificación del área de cardiomiocitos mediante tinción con aglutinina 
El área de los cardiomiocitos se midió de forma manual mediante ImageJ, realizando selecciones 
siguiendo el contorno de la célula marcado con aglutinina. Se tomaron dos imágenes del VI, dos del VD 
y dos del SIV y en cada una de ellas se midió el área de 25 cardiomiocitos. Los cardiomiocitos medidos 
siempre estaban posicionados en orientación transversal a una altura que permitiese distinguir su 
núcleo. Se calculó el valor de área para cada región y cada embrión como el valor medio de los 50 valores 
medidos en cada región.  
8.3.1.B Cuantificación de la proporción de núcleos positivos 
Los núcleos positivos para el marcador de interés se cuantificaron de forma manual mediante el pluggin 
CellCounter. Para el cálculo del número total de núcleos se adaptó un método descrito anteriormente 
(Tenbaum y cols., 2012). En concreto, se midió el valor de la intensidad integrada en 20 núcleos 
aleatorios, repartidos por toda la región a cuantificar, así como la intensidad integrada de todo el canal 
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correspondiente al DAPI. Se calculó la intensidad integrada media por núcleo como la media de los 20 
valores de núcleos individuales. El número total de núcleos se obtuvo como el cociente entre la 
intensidad integrada total del canal DAPI y la intensidad integrada media por núcleo. Finalmente, la 
proporción de núcleos positivos, expresada como porcentaje, se calculó como el cociente entre el total 
de núcleos positivos y el total de núcleos. 
En los casos necesarios, se llevó a cabo una distinción entre miocardio compacto y trabeculado. Para 
ello, como procesamiento previo de la imagen se definió manualmente una línea de separación entre 
la zona compacta y la trabecular. Esto permitió crear dos regiones de interés, una para cada zona. La 
cuantificación se realizó por separado en cada una de las regiones de forma análoga a como se ha 
descrito. Para el cálculo del valor global, se sumaron los valores obtenidos de núcleos positivos y núcleos 
totales en cada región. 
8.3.2 Cuantificación de secciones teñidas mediante inmunohistoquímica 
Las estructuras discretas se cuantificaron de forma manual mediante el pluggin CellCounter. A 
continuación, el valor obtenido se relativizó al área de tejido. Para ello, la imagen RGB se separó en los 
tres canales. A continuación, se aplicó un umbral empírico al canal verde hasta abarcar toda el área de 
tejido. Finalmente, se midió el área limitada al umbral en la máscara resultante. 
8.3.3 Cuantificación de imágenes de microscopía electrónica 
Las imágenes se adquirieron con un microscopio electrónico de transmisión JEM1010 (Jeol, Japón) y una 
cámara digital acoplada (SC200, Gatan, EEUU). Para la cuantificación del número de mitocondrias y del 
número de gotas lipídicas, se adquirieron 10 imágenes del miocardio compacto y 10 imágenes de las 
trabéculas a una magnificación de 5000x. Ambas estructuras se cuantificaron mediante el pluggin 
CellCounter.  
Para la normalización por área, se eliminaron las zonas extracelulares de las mismas, se aplicó un umbral 
abarcando todo el tejido restante y se midió el área limitada al umbral de la máscara generada. 
8.4 Cuantificación de intensidad de bandas de Western-Blot 
La intensidad de las bandas se cuantificó usando ImageJ (Rasband, 2015), empleando la tubulina como 
control de carga. En el caso de los estudios de fosforilación, la forma total y la forma fosforilada de la 
proteína se normalizaron de forma independiente con la tubulina de su propia membrana. El grado de 
fosforilación se calculó finalmente como el cociente de los valores normalizados de la proteína 
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9 TRATAMIENTO ESTADÍSTICO Y REPRESENTACIÓN GRÁFICA 
En el caso de las cuantificaciones histológicas y de las imágenes de inmunohistoquímica, 
inmunofluorescencia y microscopía electrónica, así como las ecocardiografías embrionarias se 
agruparon los valores de embriones del mismo genotipo de camadas independientes. La significación 
estadística se calculó mediante un test t de Student de muestras no pareadas, considerando o no 
homogeneidad de varianzas en función del resultado del test de Levene. 
En el caso de las ecocardiografías de ratones adultos, se realizó un Análisis de la Covarianza, empleando 
el peso del animal como covariable. Para obtener la significación final se empleó un test post hoc de 
Bonferroni. 
Los datos procedentes del análisis metabolómico por resonancia magnética nuclear se agruparon por 
genotipo y se analizaron mediante un test t de Student de muestras no apareadas, asumiendo no 
homogeneidad de varianzas. 
Para el análisis de los valores de expresión génica mediante PCR cuantitativa, se calculó la inducción 
para cada gen del embrión mutante respecto al embrión control para cada pareja analizada. Los ratios 
así obtenidos se analizaron mediante un test t de una muestra, considerando 1 (no inducción) el valor 
de referencia. 
En el caso de los análisis de recuperación de mutantes a diferentes estadios, el valor obtenido en cada 
camada se comparó con el valor teórico esperado mediante el test de la suma de rangos de Wilcoxon 
mediante el software R (R Core Team, 2013). 
Todos los test estadísticos, excepto en el caso del análisis de recuperación de mutantes, se realizaron 
mediante el programa SPSS16 (IBM, NY, EEUU). En todos los casos, se consideraron diferencias 
estadísticamente significativas si p-valor<0.05. Los valores se representaron como media±SEM (SEM, 



















1 DISTRIBUCIÓN DE HIF1α EN EL CORAZÓN EMBRIONARIO 
Como punto de partida para estudiar el papel de HIF1 en el corazón en desarrollo se determinó la 
distribución espacial de la subunidad HIF1α dentro del tejido a lo largo de distintas etapas de la 
gestación. Para ello, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia contra HIF1α, en combinación con 
el marcador específico de cardiomiocitos Troponina T cardiaca (TnTc).  
Los resultados revelaron que a E9.5 HIF1α marcaba intensamente los núcleos de cardiomiocitos, tanto 
del tracto de salida como del miocardio ventricular y auricular, sin señal para HIF1α en el endocardio 
(Fig. 7). Sin embargo, a E10.5, estadio al cual se empiezan a definir las trabéculas primitivas, la señal de 
HIF1α se mantuvo elevada en los cardiomiocitos del miocardio compacto (MC), mientras que las 
trabéculas presentaron una señal ligeramente reducida. Además, tanto el endocardio como el epicardio 
resultaron negativos para HIF1α (Fig. 7). 
A E12.5 se observó una clara restricción de la expresión de HIF1α al MC y al septo inter-ventricular (SIV), 
siendo las trabéculas negativas, con señal prácticamente indetectable. El mismo patrón se observó a 
E14.5. (Fig. 7), aunque los niveles de proteína a este estadio se encontraron drásticamente reducidos 
en comparación con los presentes a E12.5, detectándose únicamente agrupaciones de pocos 





Según estas observaciones, podemos concluir que la distribución de HIF1α está regulada a nivel espacial 
y temporal en las etapas del desarrollo cardiaco comprendidas entre E9.5 y E14.5: HIF1α se restringe 
principalmente al MC, con niveles decrecientes a medida que progresa la gestación. 
1.1 Compartimentos metabólicos en el corazón embrionario 
A la vista de la distribución heterogénea de HIF1α entre MC y trabéculas, y su papel propuesto sobre la 
regulación del metabolismo embrionario del corazón (Neary y cols., 2014), nos planteamos que este 
factor podría establecer diferencias metabólicas entre las distintas zonas del corazón en desarrollo. Para 
comprobar esta hipótesis, en primer lugar, se determinó mediante inmunofluorescencia la distribución 
de la diana de HIF1α GLUT1, el principal transportador de glucosa expresado en cardiomiocitos 
embrionarios y codificado por el gen Slc2a1. Se observó que el miocardio a E9.5 presentaba niveles 
elevados de GLUT1, que no se detectó en el endocardio (Fig. 8A). Por otro lado, el análisis a E10.5 y 
E12.5 mostró que GLUT1 se expresaba principalmente en el MC, en las aurículas y en el SIV, sin expresión 
en las trabéculas, siguiendo un patrón análogo al observado para HIF1α. (Fig. 8A). Además, del mismo 
modo que HIF1α, los niveles de GLUT1 disminuyen drásticamente de E12.5 a E14.5, estadio al cual su 





Para evaluar más a fondo el posible papel de HIF1α en la regulación del programa glucolítico en el 
corazón embrionario, se analizó el patrón de expresión por hibridación in situ de los genes que codifican 
GLUT1 y las enzimas glucolíticas piruvato deshidrogenasa quinasa, codificada por el gen Pdk1, y lactato 
deshidrogenasa, codificada por el gen Ldha. Tanto a E12.5 como a E14.5 se detectó una expresión 
elevada de estos genes en el MC, pero no en las trabéculas, así como una marcada disminución en su 
expresión a E14.5 (Fig. 8B). La expresión preferencial en el MC de estos marcadores sugiere, por tanto, 
la activación de un programa génico coordinado basado en el establecimiento del metabolismo 
glucolítico en el MC en comparación con las trabéculas. 
Debido a que HIF1α puede, además de potenciar el metabolismo glucolítico, reprimir la actividad y el 
contenido mitocondrial (Zhang y cols., 2008), se analizó la distribución de mitocondrias en el MC y en 
las trabéculas tanto a E12.5 como a E14.5 mediante microscopía electrónica de transmisión (MET). Los 
resultados mostraron que, en ambos estadios, las trabéculas presentaban mayor número de 
mitocondrias que el MC (Figs. 9A). La cuantificación del número de mitocondrias por área de tejido 
mostró una tendencia al alza entre E12.5 y E14.5 (6.80±0.71 vs 9.86±0.65), así como un enriquecimiento 





Con el fin de determinar si el aumento del contenido mitocondrial en las trabéculas respecto al MC se 
traducía en un incremento en la actividad mitocondrial, se realizó una tinción de actividad del complejo 
IV mitocondrial, basada en la deposición de 3,3’-diaminobencidina (DAB) en función de la actividad de 
la citocromo c oxidasa 4 (COX4). A E12.5 se observó que la actividad COX4 era ligeramente superior en 
las trabéculas respecto del MC (Fig. 9C, paneles de la izquierda). A E14.5 la actividad COX4 se incrementó 
ligeramente y la diferencia entre ambas capas se hizo más marcada (Fig. 9C, paneles de la derecha). 
Estos resultados muestran que tanto el número como la actividad mitocondrial también se encuentran 
regionalizados en el corazón embrionario, en la dirección opuesta a los compartimentos glucolíticos. 
Además, sugieren que HIF1α está implicado en el establecimiento de territorios metabólicos 
diferenciados en el miocardio embrionario. 
2 DELECIÓN DE Vhl EN PROGENITORES CARDIACOS NKX2.5 
Con el fin de determinar el papel directo de la distribución heterogénea de HIF1α en la regulación del 
metabolismo embrionario y comprender su función en estas etapas del desarrollo, se diseñó una 
estrategia para hiperactivar la ruta de HIF en todo el miocardio embrionario mediante la generación de 
un modelo genético de ganancia de función de la ruta de hipoxia. Este modelo consistió en la deleción 
específica del gen Vhl, que codifica el principal regulador negativo de HIF1α (VHL), en progenitores 
cardiacos del linaje NKX2.5. Para ello, se empleó el alelo descrito de Vhl con el exón 1 flanqueado por 
sitios LoxP (Haase y cols., 2001) en combinación con una Cre recombinasa cuya expresión está 
controlada por el promotor del gen Nkx2.5 (Stanley y cols., 2002).  
Este modelo, Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+, referido de aquí en adelante como el modelo Vhl/Nkx2.5, presentó 
recombinación efectiva del gen Vhl en tejido cardiaco embrionario a E12.5 sólo en presencia de la Cre 
recombinasa (Fig. 10A, carril 1 vs carril 3), sin observarse recombinación ectópica en otras regiones del 
embrión, como la cola, no pertenecientes al linaje NKX2.5, ni en ausencia ni en presencia de la Cre 
recombinasa (Fig. 10A, carril 2 y carril 4). Por otro lado, el análisis por PCR cuantitativa de los niveles de 
expresión tanto de Vhl como de genes diana de HIF1α (Glut1 y Phd3) mostró un descenso significativo 
en la expresión de Vhl, paralelo a un incremento significativo para los genes diana (Fig. 10B) en el 
mutante Vhl/Nkx2.5 respecto a su control. Estos resultados muestran, por tanto, una deleción eficaz y 
específica de Vhl en el linaje NKX2.5. 
Para determinar si la deleción de Vhl se traducía en un incremento de los niveles de la proteína de HIF1α 
se realizaron tinciones de inmunofluorescencia tanto a E12.5 como a E14.5. Por un lado, los niveles de 
HIF1α en cardiomiocitos se mantuvieron elevados a E14.5 en el mutante Vhl/Nkx2.5 (Fig. 10C), sin el 





Por otro lado, tanto a E12.5 como a E14.5 se observó una expansión de la expresión de HIF1α a las 
trabéculas en los corazones mutantes, perdiéndose por tanto las regiones observadas en el embrión 
control (Fig. 10C). Además, la cuantificación de la intensidad relativa de fluorescencia de HIF1α en 
secciones tanto del mutante Vhl/Nkx2.5 como del control mostró un desplazamiento de la curva de 
intensidades hacia la derecha, con mayor porcentaje de células con intensidades de fluorescencia 
elevada en los mutantes (Fig. 10D). 
2.1 Caracterización fenotípica de los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Para evaluar posibles alteraciones asociadas a la pérdida de la regionalización de HIF1α tras la deleción 




E12.5 (Fig. 11A) se observó un ligero adelgazamiento del MC de ambos ventrículos en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 respecto a los controles, así como una tendencia a disminuir el grosor del SIV (Fig. 11B). Por 
otro lado, la esfericidad de los ventrículos, definida como la distancia del septo al epicardio dividida 
entre la distancia de la base de los ventrículos al ápex, fue mayor en los mutantes Vhl/Nkx2.5 que en los 
correspondientes controles (Fig. 11C). Sin embargo, no se detectaron alteraciones en el área total de 
tejido cardiaco ocupado por las trabéculas (Fig. 11D). Este fenotipo de adelgazamiento del MC y de 
dilatación ventricular sin afectación en las trabéculas observado a E12.5 se manifiesta de forma mucho 
más severa a E14.5 (Fig. 12A). A E14.5 los mutantes Vhl/Nkx2.5 mostraron un mayor adelgazamiento 
del MC y del SIV (Fig. 12B), con mayor esfericidad de las cámaras ventriculares (Fig. 12C) y sin afectación 
en las trabéculas (Fig. 12D). También se observaron defectos del SIV, con crecimiento incompleto del 






Además, la pérdida de Vhl provocó una alta letalidad embrionaria, significativa entre E15.5 y E17.5, sin 
ningún mutante recuperado en el momento del destete (Tabla 8). 
Estadio Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+ Total Camadas % Real % Esperado p-valor 
E12.5 24 100 12 26.20±4.9 25 0.8135 
E14.5 34 112 17 31.15±4.1 25 0.2208 
E15.5-E17.5 11 83 11 11.18±5.2 25 0.0395 
Destete 0 189 48 0.00±0.0 25 7.456x10
-10 
Como alternativa a la deleción de Vhl, se indujo HIF1α globalmente mediante exposición a hipoxia. En 




hipoxia al 10% de O2. El análisis histológico de los embriones recuperados a E12.5 (Fig. 13A) o E14.5 (Fig. 
13B), respectivamente, mostró el mismo adelgazamiento del MC observado en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5. La cuantificación del grosor, tanto de las paredes ventriculares del MC como del SIV, mostró 
un adelgazamiento de todas las regiones a ambos estadios (Fig. 13C), sugiriendo que el aumento de los 
niveles de HIF1α podría estar asociado con el adelgazamiento del miocardio observado en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5. Sin embargo, este tratamiento no afectó a la esfericidad de los ventrículos (Fig. 13D). 
Por otro lado, para determinar la contribución directa de HIF1α al fenotipo observado en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 se generó una nueva línea doble mutante Hif1a/Vhl en progenitores NKX2.5 
(Hif1af/f/Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+, en adelante Hif1a/Vhl/Nkx2.5). En primer lugar, mediante PCR cuantitativa se 
confirmó una buena eficiencia de recombinación en ambos genes (Fig. 14A). Curiosamente, al prevenir 
el aumento de HIF1α tras la deleción de Vhl mediante la doble deleción, no se observaron alteraciones 
morfológicas del corazón a E14.5 (Fig. 14B) y se rescataron todos los defectos estructurales presentes 




tanto del MC como del SIV (Fig. 14C), así como una forma normal de los ventrículos, sin cambios en la 
esfericidad de los mismos (Fig. 14D). Este rescate del fenotipo observado demuestra que es necesaria 
una regulación espacial y temporal de la señalización mediada por HIF1 durante las etapas intermedias 
de la cardiogénesis, con un descenso progresivo en los niveles de HIF1α en las etapas centrales de la 
gestación, así como su confinamiento al MC, para el correcto desarrollo del corazón embrionario.  
 
2.1.1 Análisis de los efectos de la deleción de Vhl a nivel de progenitores cardiacos 
Debido a que Nkx2.5 se expresa tempranamente en los progenitores de la cresta cardiaca, parte de los 
defectos cardiacos observados podrían deberse a defectos a nivel de progenitor en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5. Para determinar si el fenotipo observado se debía a un efecto directo de HIF1α sobre los 
cardiomiocitos embrionarios o si bien existía afectación de los progenitores cardiacos NKX2.5+, se 
analizaron embriones a E10.5. No se observaron defectos estructurales aparentes entre los mutantes 




diferencias en la tasa de proliferación del miocardio, medida mediante inmunofluorescencia para el 
marcador de mitosis KI67 (Figs. 15B y 15C), ni en los niveles de expresión de Nkx2.5 por hibridación in 
situ (Fig. 15D).  
2.1.2 Análisis del desarrollo de la vasculatura coronaria en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Por otro lado, debido a que los progenitores NKX2.5 también contribuyen parcialmente al endocardio y 
al epicardio, podría existir una relación entre el adelgazamiento del MC observado y la existencia de 
defectos vasculares en la vasculatura coronaria en formación. Mediante inmunohistoquímica contra 
CD31 (Fig. 16A) se determinó que, en efecto, los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentaban un menor número 
de células CD31+ por área de tejido (Fig. 16B) y un menor diámetro de la arteria coronaria derecha (Fig. 
16C). Esto indica que podría existir un componente vascular que contribuyese al fenotipo observado. 
2.1.3 Análisis del tamaño de los cardiomiocitos en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Con el objetivo de determinar si la deleción de Vhl en el linaje Nkx2.5 tenía algún efecto sobre el tamaño 
de los cardiomiocitos en los mutantes Vhl/Nkx2.5 se determinó el tamaño celular mediante tinción con 
aglutinina de germen de trigo (WGA, del inglés Wheat Germ Agglutinin), que marca la membrana celular 




significativas entre genotipos (Fig. 17B), por lo que el adelgazamiento observado no es debido a una 
diferencia en el tamaño de los cardiomiocitos en los mutantes Vhl/Nkx2.5. 
 
 
2.1.4 Deleción específica de Vhl en cardiomiocitos: TnTc-Cre 
Para valorar de manera directa el efecto de la pérdida de Vhl en cardiomiocitos y discriminar posibles 




modelo de deleción de Vhl específico de cardiomiocitos, empleando una Cre recombinasa controlada 
por el promotor del gen de la troponina T cardiaca (TnTc) (Jiao y cols., 2003): Vhlf/f/TnTcCre/+, en adelante 
Vhl/TnTc. La deleción de Vhl específica en cardiomiocitos también resultó en una distribución 
homogénea de HIF1α en todo el miocardio, así como en su expresión persistente a E14.5 (Fig. 18A). La 
caracterización histológica a E14.5 mostró que los mutantes Vhl/TnTc recapitulaban el fenotipo 
observado en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 18B), tanto a nivel de adelgazamiento del MC (Fig. 18C) 
como de la dilatación ventricular (Fig. 18D). Por otra parte, la deleción mediante el empleo de la TnTc-
Cre también provocó letalidad embrionaria (Tabla 9). 
 
Estadio Vhlf/f/TnTcCre/+ Total Camadas % Real % Esperado p-valor 
E14.5 14 83 11 16.87±5.9 25 0.260 






Además, el análisis vascular de los mutantes Vhl/TnTc (Fig. 19A) no mostró diferencias ni en el número 
de células CD31+ (Fig. 19B) ni en el diámetro de la arteria coronaria derecha (Fig. 19C) respecto a los 
embriones control. En conjunto, estos resultados excluyen un efecto de la deleción de Vhl a nivel de 
progenitor en los mutantes Vhl/Nkx2.5, indicando también que los defectos vasculares observados no 
son probablemente la principal causa de las alteraciones detectadas en el miocardio, ya que la deleción 
en cardiomiocitos, que no presenta estas alteraciones vasculares, recapitula los mismos defectos, lo 
cual sugiere que las alteraciones por la pérdida de Vhl ocurren de manera autónoma a nivel de 
cardiomiocito. 
2.2 Análisis de expresión génica en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Con el objetivo de identificar las alteraciones moleculares provocadas por la deficiencia de Vhl en los 
mutantes Vhl/Nkx2.5, se llevó a cabo un análisis de expresión mediante RNASeq. Para ello, se aislaron 
corazones de embriones mutantes y controles hermanos de camada a E12.5, para tratar de determinar 
las alteraciones primarias antes de la completa aparición de las alteraciones morfológicas, que tienen 
lugar a E14.5. Con el objetivo de reducir la variabilidad y centrarnos en la expresión de genes en las 
cámaras ventriculares, se retiró la parte auricular y del tracto de salida, así como la parte superior de 
los ventrículos, para evitar contaminación por otros tipos celulares, como los cojines endocárdicos que 




primeros estadios embrionarios la expresión génica es muy dinámica en cortos periodos de tiempo, se 
seleccionaron parejas control-mutante de la misma camada con número similar de somitos (Tabla 10). 
Muestra Genotipo Somitos RIN 
1 Vhlf/f/Nkx2.5+/+ 27 10 
2 Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+ 27 10 
3 Vhlf/f/Nkx2.5+/+ 27 9.8 
4 Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+ 27 10 
5 Vhlf/f/Nkx2.5+/+ 27 10 
6 Vhlf/f/Nkx2.5Cre/+ 27 10 
 
Como resultado del análisis se obtuvo un total 
de 13408 genes codificantes de proteínas, de 
los cuales 848 mostraron expresión diferencial, 
considerando una diferencia significativa en la 
expresión a p-valor<0.05, ajustados mediante 
el método de Benjamini-Hochberg. De los 848 
genes, 556 presentaron expresión 
incrementada en el mutante Vhl/Nkx2.5 
respecto al control, mientras que 292 genes 
presentaron expresión reducida. Para tratar de 
determinar los posibles procesos biológicos 
alterados se realizó un análisis de 
Enriquecimiento de Términos de Ontología 
Génica (GO, del inglés Gene Ontology). Los 
resultados mostraron cambios en procesos 
relacionados con la respuesta celular a la hipoxia, así como aquellos relacionados con el desarrollo 
vascular y angiogénesis, consistente con la ganancia de función de la ruta de hipoxia tras la deleción de 
Vhl (Fig. 20). Además de estos cambios esperados, se detectaron alteraciones en procesos relacionados 
con metabolismo, función mitocondrial, proliferación, transporte de iones y contractilidad/conducción. 
2.3 Análisis de la proliferación en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
En el análisis por GO se detectó una importante variación en procesos relacionados con proliferación. 
En concreto, mediante el análisis por RNASeq a E12.5 se detectó expresión incrementada de varios 
genes relacionados con parada de ciclo celular e inhibición de proliferación, como el inhibidor de 
quinasas dependientes de ciclinas 1A (Cdkn1a o p21, del inglés Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A), 
de la ciclina G2 (Ccng2) del transcrito inducible por daño en el ADN 4 (Ddit4, del inglés DNA-Damage-




Inhibitor 1). Por otro lado, el análisis de expresión mediante hibridación in situ a E12.5 y E14.5 del gen 
que codifica para la proteína morfogenética ósea 10 (Bmp10, del inglés Bone Morphogenetic Protein 10) 
mostró una expresión reducida en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 21A). Puesto que se ha descrito que 
Bmp10 media la represión transcripcional del inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas 1C (Cdkn1c 
o p57, del inglés Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1C) en el MC  (Chen y cols., 2004), un inhibidor del 
ciclo celular, se determinó la expresión de genes relacionados con parada de ciclo y proliferación 
mediante PCR cuantitativa. Los resultados mostraron una inducción significativa de p57 y confirmaron 
la inducción de p21 (Fig. 21B). Además, se determinó el número de células proliferantes a E14.5 
mediante tinción contra la histona H3 fosforilada (pH3), un marcador de la fase M (mitosis) del ciclo 
celular (Fig. 21C). La cuantificación de la proporción de células positivas confirmó el descenso en 
proliferación en el MC de los mutantes Vhl/Nkx2.5 respecto a los controles, mientras que las trabéculas, 
al ser estructuras con una baja tasa de proliferación, no presentaron diferencias significativas (Fig. 21D). 
Estos resultados confirman que el adelgazamiento del MC observado en los mutantes Vhl/Nkx2.5 es 





2.4 Análisis metabólico de los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Entre las diferentes alteraciones metabólicas detectadas por el análisis de GO, una de las más evidentes 
fue el marcado incremento en la expresión de genes relacionados con procesos metabólicos de los 
hidratos de carbono, principalmente aquellos genes que participan en catabolismo y en la glucolisis (Fig. 
22A). Además, este incremento a nivel transcripcional de genes glucolíticos estaba acompañado de una 
fuerte inhibición en la expresión de genes relacionados con el metabolismo de ácidos grasos, 
principalmente en aquellos involucrados en el transporte y degradación de lípidos (Fig. 22B). 
 
Con el objetivo de determinar si estas alteraciones transcripcionales se traducían en alteraciones a nivel 
del metabolismo celular, se realizó un estudio metabolómico mediante Resonancia Magnética Nuclear 
de Protón (RMN-1H) sobre tejido ventricular de corazones a E12.5, recolectado con los mismos criterios 
que el material usado en el RNASeq, para determinar diferencias en los perfiles metabólicos entre 
embriones control y mutante Vhl/Nkx2.5 (Fig. 23A). La cuantificación de los espectros (Fig. 23B) mostró 
que los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentaban una acumulación de lactato y creatina, así como una 
disminución en los niveles de citrato. Estas alteraciones estaban acompañadas de un marcado 
incremento en la abundancia de ácidos grasos. Así pues, la firma metabólica observada en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 es consistente con el perfil transcripcional observado: acumulación de lactato y disminución 
de los niveles de citrato debido a la glucolisis incrementada y bloqueo del metabolismo oxidativo por 
aumento de la Pdk1, y acumulación de ácidos grasos causada por la inhibición del programa catabólico 






2.4.1 Alteraciones en el metabolismo de la glucosa en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Debido al papel activador que HIF1α ejerce sobre los genes glucolíticos, el incremento de HIF1α podría 
ser la causa directa de la glucolisis incrementada en estos mutantes. Para determinar si HIF1α media la 
activación de estos genes en el miocardio embrionario, se analizó la expresión de Glut1, Pdk1 y Ldha 
por hibridación in situ a E12.5 y E14.5 en embriones control y mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 24A). Los 
resultados mostraron una clara expansión a las trabéculas de la expresión de Glut1, Pdk1 y Ldha junto 
con una expresión mantenida de estos genes a E14.5 en los mutantes Vhl/Nkx2.5, siguiendo un patrón 
similar al de HIF1α en estos mutantes (Figs. 10C,D). 
Paralelamente, se comprobó el incremento en la expresión de genes glucolíticos en los mutantes a E14.5 
mediante qPCR (Fig. 24B). Este aumento y expansión a las trabéculas también se confirmó mediante 
inmunofluorescencia para GLUT1, donde la señal para el transportador está incrementada y expandida 
a las trabéculas en el mutante Vhl/Nkx2.5 a E14.5 (Fig. 24C, paneles de la izquierda).  Por otro lado, el 
análisis por inmunofluorescencia de la distribución de GLUT1 en los mutantes Vhl/TnTc a E14.5 mostró 
un patrón similar al observado para los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 24C, paneles de la derecha), indicando 
que, de nuevo, los efectos de la deleción de Vhl ocurren a nivel autónomo en los cardiomiocitos y no 
son debidos a efectos secundarios por alteraciones en el endocardio o en el epicardio tras la 
recombinación dirigida por Nkx2.5. Además, la inducción de HIF1α en los mutantes Vhl/Nkx2.5 resultó 
en la disminución de la expresión de genes implicados en la glucogenolisis, como la glucógeno fosforilasa 




sintasa 1 (Gys1) o la enzima ramificadora de glucanos (Gbe1). Estas alteraciones transcripcionales se 
confirmaron por detección de gránulos de glucógeno en el miocardio de los corazones mutantes 
respecto a los controles mediante Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) (Fig. 24D). 
 
El incremento en los niveles de GLUT1 y su extensión a las trabéculas también se observó en los 
embriones sometidos a tratamiento de hipoxia durante 48 horas, tanto a E12.5 (Fig. 25A, izquierda) 




GLUT1 detectados mediante inmunofluorescencia a E14.5 eran significativamente menores, y casi 
indetectables, a diferencia de los controles hermanos de camada (Fig. 25B). Además, la detección del 
ARNm de Glut1, Pdk1 y Ldha mediante hibridación in situ mostró un descenso dramático en la expresión 
de estos genes glucolíticos en el MC de los dobles mutantes, sin cambios en la expresión a nivel 
trabecular (Fig. 25C). La inhibición de la ruta glucolítica en los dobles mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 
también se confirmó mediante PCR cuantitativa a E14.5 (Fig. 25D). 
 
En conjunto, estos resultados muestran la importancia de la restricción de HIF1α al MC en el 
establecimiento de los compartimentos glucolíticos en el corazón embrionario en etapas intermedias 




2.4.2 Alteraciones en el metabolismo de ácidos grasos en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Como se ha comentado previamente, la activación glucolítica en los mutantes Vhl/Nkx2.5 está 
acompañada de una inhibición en la expresión de genes relacionados con el catabolismo y transporte 
de los AG, así como de niveles superiores de AG libres detectados por el ensayo de RMN-1H en los 
mutantes de Vhl/Nkx2.5, lo que sugiere un descenso de la oxidación de AG. 
Para valorar la posible acumulación de AG que sugiere el análisis metabolómico, se analizaron 
embriones control y mutantes Vhl/Nkx2.5 hermanos de camada mediante MET a E14.5 (Fig. 26A). Los 
resultados mostraron una acumulación significativa de lípidos en el citoplasma de los cardiomiocitos en 
el mutante, observándose un incremento en el área de gotas lipídicas en ambas capas del miocardio 
(Fig. 26B). Además, se realizaron ensayos de expresión de genes relacionados con la incorporación, 
transporte y degradación de ácidos grasos a E14.5. Los resultados indican que el programa catabólico 







Para determinar el papel de HIF1 en esta reprogramación metabólica, se analizó la acumulación de gotas 
lipídicas intracelulares en el citoplasma de los cardiomiocitos mediante MET en el doble mutante 
Hif1a/Vhl/Nkx2.5 (Fig. 27A). La cuantificación del área ocupada por las gotas lipídicas (Fig. 27B) mostró 
que en el caso del doble mutante no existe acumulación de las mismas, ni diferencias respecto a los 
controles hermanos de camada (Fig. 27B). Además, el análisis de expresión mediante PRC cuantitativa 
de genes involucrados en el metabolismo de ácidos grasos no mostró cambios significativos en la 
expresión de los mismos en los dobles mutantes (Fig. 27C). Este resultado indica, por tanto, que 
previniendo el incremento en los niveles de HIF1α tras la deleción de Vhl se rescata la inhibición del 
programa catabólico de los ácidos grasos y plantea un papel esencial de HIF1α en la regulación de los 
programas metabólicos del miocardio embrionario. 
 
 
En conjunto, estos resultados sugieren que el descenso en los niveles de HIF1α observado en el MC de 
los embriones control a E14.5 es esencial para el establecimiento de un programa metabólico basado 





2.4.3 Alteraciones mitocondriales en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
En vista del perfil metabólico observado en los mutantes Vhl/Nkx2.5, y teniendo en cuenta el papel clave 
de la mitocondria en el metabolismo oxidativo, se esperaría una correlación con el estado mitocondrial 
en estos mutantes. Como primera aproximación para ese análisis, se realizó una tinción contra la 
Translocasa de la Membrana Externa mitocondrial (TOM20, del inglés Translocase of the Outer 





Los resultados mostraron, por un lado, que TOM20 es más abundante en las trabéculas de los embriones 
control, en comparación con el MC, lo cual se corresponde con la distribución heterogénea de las 
mitocondrias descritas en el miocardio embrionario (Fig. 9). Por otro lado, se observó que los niveles de 
TOM20 en los mutantes Vhl/Nkx2.5 estaban disminuidos en el MC, mientras que las trabéculas 
mostraron un patrón punteado, sugerente de disfunción mitocondrial.  
Para confirmar esta alteración de la red mitocondrial en los mutantes Vhl/Nkx2.5 se analizó el número 
de mitocondrias a E14.5 mediante MET (Fig. 28B). Mientras que en los embriones control se observó 
una distribución normal de acuerdo al gradiente descrito previamente (Fig. 9), con un enriquecimiento 
en el contenido mitocondrial en las trabéculas respecto al MC, los mutantes Vhl/Nkx2.5 mostraron un 
descenso significativo en el número de mitocondrias en ambas capas, sin existir diferencia en el 
contenido mitocondrial entre el MC y las trabéculas (Fig. 28C). Además, los mutantes Vhl/Nkx2.5 
presentaban mitocondrias con diversos signos de disfunción, como una reducción en la electrodensidad 
de la matriz, desorganización de la membrana externa o tumefacción (“swelling”) (Fig. 28D).  
Por otro lado, la actividad COX4 estaba reducida en ambas capas del miocardio en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 a E14.5, en línea con las alteraciones tanto en el número como en la morfología mitocondrial 
de los mutantes. (Fig. 29A). 
Para determinar las bases moleculares de estas alteraciones mitocondriales, se analizaron los genes con 
expresión diferencial significativa entre embriones control y Vhl/Nkx2.5 implicados en homeostasis, 
remodelado y función mitocondrial. A E12.5 los análisis de RNASeq y Ontología Génica mostraron que 
los corazones deficientes en Vhl presentaban una disminución significativa en la expresión del 
coactivador del receptor peroxisomal gamma (Pgc1α o Ppargc1a, del inglés Peroxisome Proliferative 
Activated Receptor γ, coactivator 1α), relacionado con la biogénesis mitocondrial. Además, también se 
observó un marcado incremento en la expresión del gen que codifica para la Proteína de Interacción 
con Max (Mxi1, del inglés Max Interacting Protein 1), implicado en la regulación negativa de la 
biogénesis mitocondrial a través de la represión de MYC (Zhang y cols., 2007). Además, dos días más 
tarde en el desarrollo, a E14.5, coincidiendo con la observación de las alteraciones mitocondriales 
descritas, el análisis de la expresión génica mediante qPCR (Fig. 29B) mostró que los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 presentaban expresión reducida de los genes de fusión mitocondrial mitofusina 1 (Mfn1) y 
2 (Mfn2), así como del gen de la atrofia óptica 1 (Opa1), junto con una activación de la expresión de la 
proteína mitocondrial rica en ácido glutámico (Mgarp, del inglés Mitochondria-localized Glutamic Acid-
Rich Protein), implicada en la morfología y el tráfico mitocondrial y regulada por hipoxia (Li y cols., 2009), 
y de la isoforma 2 de Citocromo C Oxidasa 4 (Cox4l2), inducida en hipoxia para mejorar la transferencia 
de electrones en situaciones con bajos niveles de oxígeno (Fukuda y cols., 2007). Por otro lado, tanto a 




de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP, del inglés mitocondrial Permeability Transition 
Pore), como la ciclofilina D (Ppif o CypD), el translocador mitocondrial de nucleótidos de adenina 
(Slc25a4 o Ant1) o el transportador mitocondrial de fosfato (Sl25a23) (Fig. 29B). Además, a E14.5 los 
corazones mutantes Vhl/Nkx2.5 presentaron una disminución en la expresión del transportador de 
aniones Ucp3 (del inglés, Uncoupling Protein 3) (Fig. 29B), cuya función principal es mantener el mPTP 
cerrado y disminuir los niveles de ROS (Chen y cols., 2015). Asimismo, estas alteraciones mitocondriales 
estaban acompañadas de un incremento en los niveles de ROS, detectados mediante tinción con la 
sonda específica dihidrorodamina (DHR) (Fig. 29C).  
Por último, se determinó la activación de rutas autofágicas y mitofágicas mediante estudios de 
expresión génica en respuesta al alto número de mitocondrias no funcionales o dañadas. Los resultados 
mostraron que, si bien la transcripción de componentes de la ruta canónica de autofagia no estaban 
afectados a E14.5 (Fig. 30A), los mutantes Vhl/Nkx2.5 mostraron una expresión incrementada de Bnip3 
y Nix, mediadores de mitofagia en respuesta a HIF1 en células tumorales (Zhang y cols., 2008). Este 
incremento, junto con la presencia de mitofagosomas detectados por MET (Fig. 30B), podrían explicar 






En resumen, estos resultados demuestran que la activación mantenida de la señalización por HIF1α en 
etapas centrales de la gestación resulta en marcadas alteraciones mitocondriales, tanto a nivel 
estructural como funcional, así como un incremento en el estrés oxidativo y de los procesos de mitofagia 
mediados por BNIP3/NIX en el miocardio embrionario. 
Con el objetivo de determinar el papel directo de HIF1α en estas alteraciones mitocondriales, se analizó 
en primer lugar el nivel de expresión de varios genes involucrados en biogénesis y dinámica mitocondrial 
a E14.5 mediante PCR cuantitativa (Fig. 31A). Los resultados mostraron un aumento significativo de 
Pgc1a en los mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 en comparación con los controles hermanos de camada, 
sugerente de un incremento en la biogénesis mitocondrial. Este incremento en Pgc1a estaba 
acompañado de incrementos moderados, si bien no significativos, de Mfn1 y Opa1. Por otro lado, los 
niveles de Mxi1 no se vieron alterados, sin observarse el incremento que presentaban los mutantes 
simples de Vhl (Fig. 29B). Estos resultados sugieren que la regulación de Mxi1 en el miocardio 
embrionario pudiera ser independiente de HIF1.  
Para valorar el efecto del aumento en los niveles de Pgc1a sobre la biogénesis mitocondrial, se 
determinó tanto la actividad mitocondrial como el número de mitocondrias a E14.5, mediante análisis 
por tinción COX4 (Fig. 31B) y MET (Fig. 31C), respectivamente. Tanto la actividad mitocondrial como la 
cuantificación del número de mitocondrias (Fig. 31D) descartaron la existencia de diferencias a este 







En conjunto, estos resultados indican que la pérdida simultánea de Hif1a y Vhl rescata el fenotipo 
mitocondrial observado en los mutantes Vhl/Nkx2.5, sin afectar al normal desarrollo de la red 
mitocondrial cardiaca, y demuestran que la inhibición de la señalización dependiente de HIF1α a E14.5 
es necesaria para la correcta homeostasis y función mitocondrial en el miocardio embrionario.  
2.5 Efecto de la deleción de Vhl en la función cardiaca del corazón embrionario 
En base a la pérdida de compartimentos metabólicos observada en los mutantes Vhl/Nkx2.5 se analizó 
la función cardiaca de los embriones para determinar el impacto funcional de las alteraciones 
bioenergéticas causadas por la señalización mantenida de HIF1. El análisis por ecocardiografía de los 
embriones a E14.5 confirmó, por un lado, las alteraciones estructurales – adelgazamiento del MC y 




otro lado, el análisis mediante el modo Doppler-color para medir el flujo sanguíneo confirmó los 
defectos del SIV, al mostrar flujo de sangre entre ambos ventrículos en el 71% de los embriones 
mutantes analizados (Fig. 32A, paneles centrales). Además, el análisis mediante el modo M, para valorar 
la contractilidad, reveló que el movimiento de la pared ventricular en los mutantes Vhl/Nkx2.5 era muy 
bajo o nulo (Fig. 32A, paneles inferiores). A la vista de estas alteraciones se cuantificaron la fracción de 
eyección y la fracción de acortamiento del VI como parámetros de función cardiaca, en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 y en controles hermanos de camada. Los resultados mostraron que tanto la fracción de 
eyección (Fig. 32B) como la fracción de acortamiento (Fig. 32C) estaban significativamente disminuidas 
en los corazones deficientes en Vhl. 
Por otro lado, se realizó el mismo análisis en los dobles mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5. El modo 
bidimensional (Fig. 33A, paneles superiores) confirmó la ausencia de alteraciones morfológicas y el 
rescate de las dimensiones estructurales de los mutantes Vhl/Nkx2.5. Además, el análisis mediante 
Doppler-color (Fig. 33A, paneles centrales) no mostró alteraciones de comunicación entre cámaras 
ventriculares por defectos del SIV. El modo M (Fig. 33A, paneles inferiores) mostró que el movimiento 




cuantificación de la fracción de eyección (Fig. 33B) y de la fracción de acortamiento (Fig. 33C) del VI no 
mostró diferencias funcionales entre los embriones control y los dobles mutantes, confirmando de 
nuevo el rescate de los defectos funcionales del mutante de Vhl al eliminar simultáneamente Hif1a. 
 
2.5.1 Alteraciones en el establecimiento del Sistema de Conducción en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
Como se ha descrito previamente, los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentan defectos tanto metabólicos como 
funcionales debidos, en parte, a la extensión de HIF1 a las trabéculas. Por otro lado, pese a que las 
trabéculas comparten un origen común con el MC, contribuyen especialmente a la formación del 
Sistema de Conducción (SC) ventricular, principalmente a las fibras de Purkinje (Christoffels y Moorman, 
2009; Miquerol y cols., 2011). Esta contribución de las trabéculas, unida al hecho de que el análisis de 
Ontología Génica del RNASeq mostró alteraciones en un número significativo de genes de 
conducción/contracción, y que los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentan defectos de contracción según el 




El análisis detallado de la categoría de Sistema de Conducción y contracción del análisis de Ontología 
Génica del RNASeq a E12.5 reveló alteraciones en la expresión de genes implicados en despolarización 
de la membrana, regulación del potencial de acción y contracción muscular en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
(Fig. 34A). Curiosamente, muchos de los genes con expresión alterada implicados en estos procesos, en 
su mayoría canales de calcio, sodio y potasio, están relacionados con procesos patológicos, como el 
síndrome de Brugada o el síndrome de QT largo (George, 2014). Estos resultados se confirmaron a E14.5 
mediante qPCR (Fig. 34B). 
 
Por otro lado, mediante qPCR a E14.5 de detectó una expresión disminuida del gen Cx40 (Fig. 35A), que 
codifica para la proteína de uniones gap CX40 (Conexina 40), un marcador específico de trabéculas 
esencial para la función del SC ventricular (Sankova y cols., 2012). Además, los mutantes Vhl/Nkx2.5 
mostraron una disminución en la expresión de los genes Pcp4l1 (Proteína tipo 1 de células de Purkinje 
4, del inglés Purkinje Cell Protein 4-Like 1) y Dpp6 (Dipeptidilpeptidasa 6), ambos involucrados en la 
maduración y regulación de las fibras de Purkinje, junto con una disminución en la expresión de Nkx2.5 
(Fig. 35A), un importante regulador transcripcional de Cx40 esencial para el establecimiento del SC 
(Moskowitz y cols., 2007). Paralelamente, se analizó la distribución de la expresión del gen Cx40 a E14.5 
mediante hibridación in situ. Los resultados mostraron que, si bien en ambos casos la expresión estaba 
restringida a las trabéculas, los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentaban una clara disminución en la expresión 
trabecular de este gen en comparación con sus controles hermanos de camada (Fig. 35B, izquierda). 
Asimismo, la expresión del factor de transcripción Tbx5 (del inglés, T-box factor 5), esencial para la 




estaba disminuida en los mutantes Vhl/Nkx2.5 a E12.5 (Fig. 35B, derecha). Para determinar si la 
alteración en el programa genético implicado en el establecimiento del SC ventricular estaba asociado 
a alteraciones en la identidad trabecular, se analizó por hibridación in situ la expresión de otro marcador 
trabecular no implicado en la formación del SC ventricular, Anf o Factor Atrial Natriurético (del inglés, 
Atrial Natriuretic Factor). El resultado mostró que no existen diferencias ni en los niveles ni en el dominio 
de expresión de este gen entre los mutantes Vhl/Nkx2.5 y los controles hermanos de camada, tanto a 
E12.5 (Fig. 35C, izquierda) como a E14.5 (Fig. 35C, derecha). 
 
Finalmente, se determinó si la afectación en el desarrollo del SC ventricular estaba relacionada con 
posibles alteraciones en otros componentes del SC no ventriculares, como el nodo sinoatrial, desde el 
que se inicia el impulso eléctrico dentro del ciclo de contracción cardiaca. Para ello, se determinó 
mediante hibridación in situ la expresión del canal de sodio y potasio Hcn4, un marcador de 
diferenciación de este nodo (Fig. 35D). Los resultados no mostraron diferencias entre genotipos, 




Para investigar si los cambios en los niveles de expresión de genes del programa genético del SC se 
debían a la señalización mantenida y extendida de HIF1α a las trabéculas, se analizaron estos 
marcadores en los dobles mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 a E14.5. Por un lado, la expresión de Tbx5 
detectada por hibridación in situ mostró una recuperación de la expresión con niveles comparables en 
el doble mutante y su correspondiente control de camada (Fig. 36A). Asimismo, se observó un rescate 
parcial de los niveles de Cx40 en las trabéculas del doble mutante (Fig. 36B). Estos resultados se 
validaron por PCR cuantitativa, confirmándose un ligero descenso en la expresión de Nkx2.5, junto con 
un rescate de los niveles de Tbx5 y parcialmente de los de Cx40 en el doble mutante (Fig. 36C). 
 
En resumen, estos resultados sugieren que la ausencia natural de HIF1α en el miocardio trabecular es 
necesaria para una correcta especificación y desarrollo del SC ventricular. La presencia de HIF1α en las 
trabéculas promueve el bloqueo del programa genético del SC ventricular, bien por activación de 
inhibidores de la transcripción, o bien mediante un efecto indirecto del metabolismo asociado a la 
glucolisis mantenida y a los defectos mitocondriales observados en el mutante Vhl/Nkx2.5. Sin embargo, 
el rescate sólo parcial en el doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5 sugiere que Vhl podría tener un papel por 
sí mismo en el desarrollo correcto del SC ventricular. 
2.6 Efectos de la doble deleción Hif1a/Vhl en etapas tardías del desarrollo 
Pese a que la doble deleción rescata el fenotipo morfológico del mutante simple de Vhl a E14.5, los 
mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 siguen presentando letalidad embrionaria sin que se recupere ningún 
animal doble mutante a nacimiento, frente al 25% esperado (p-valor: 0.004, n=27 animales de un total 
de 6 camadas). Para identificar las posibles causas de esta letalidad, se realizó un análisis morfológico 




37A). Los resultados mostraron que, si bien los dobles mutantes no mostraban alteraciones evidentes 
en las paredes ventriculares y mantenían dimensiones de las mismas similares al control (Fig. 37B,C), sí 
presentaban defectos del SIV, especialmente en la zona más cercana a la región valvular. Además, se 
observaron áreas con menor densidad celular, principalmente en el SIV, junto con una retención de 
sangre tanto a nivel auricular como ventricular, sugerente de fallos en la contracción. También se 





Por otro lado, se caracterizó el desarrollo coronario mediante tinción de CD31 a este estadio, para 
valorar posibles alteraciones vasculares por la recombinación parcial de la línea Nkx2.5Cre en epicardio 
y endocardio o por la falta de Hif1a en el miocardio (Fig. 38A). La cuantificación mostró que el área 
relativa de estructuras CD31+ estaba significativamente disminuida en los dobles mutantes 
Hif1a/Vhl/Nkx2.5 en comparación con los embriones control (Fig. 38B).  
 
Por otro lado, el análisis mediante tinción con aglutinina de germen de trigo (Fig. 39A) no mostró 





En suma, estos resultados sugieren que, si bien HIF1α regula el establecimiento de compartimentos 
metabólicos en el miocardio embrionario, incluyendo en gran medida la homeostasis mitocondrial, así 
como parte de la especificación del SC ventricular, existen funciones de VHL independientes de la 
activación de HIF1α que podrían jugar un papel importante en las etapas tardías del desarrollo 
embrionario y que resultan esenciales para la viabilidad. Por otro lado, tampoco se puede descartar un 
papel esencial de HIF1α en las etapas finales del desarrollo cardiaco. 
3 DELECIÓN DE Hif1a EN PROGENITORES CARDIACOS NKX2.5 
Si bien el modelo de doble deleción Hif1a/Vhl/Nkx2.5 rescata en gran medida las alteraciones 
estructurales, metabólicas y funcionales observadas en el mutante simple Vhl/Nkx2.5, no permite 
determinar si efectos como la letalidad embrionaria persistente se deben, bien a la pérdida de Vhl en sí 
misma, asociado a funciones de VHL no relacionadas con la ruta de HIF, o bien a la deleción de Hif1a per 
se, por ejemplo, debido a la inhibición del programa glucolítico en el MC.  
Para tratar de dar respuesta a estas preguntas y estudiar las consecuencias de la pérdida de Hif1a en el 
corazón embrionario, se generó un modelo de pérdida de función de la ruta. Para ello, se empleó el 
mismo alelo de Hif1a con el exón 2 flanqueado por sitios LoxP (Ryan y cols., 2000) empleado en los 
dobles mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5, en combinación con la Cre controlada por el promotor del gen 
Nkx2.5 empleada en los modelos animales previamente descritos. 
Este modelo de pérdida de función, Hif1af/f/Nkx2.5Cre/+, en adelante Hif1a/Nkx2.5, presentó 
recombinación efectiva en tejido cardiaco a E12.5. La deleción sólo tuvo lugar en presencia de la Cre 
recombinasa (Fig. 40A, carril 1 vs carril 3), sin observarse recombinación ectópica en tejidos, como la 
cola, no pertenecientes al linaje NKX2.5, tanto en presencia como en ausencia de la Cre recombinasa 
(Fig. 40A, carril 2 y carril 4). 
Además, se analizaron mediante PCR cuantitativa los niveles de expresión de Hif1a, así como de su gen 
diana Phd3 (Fig. 40B). Si bien el ARNm de Hif1a presentaba niveles más elevados en el mutante 
Hif1a/Nkx2.5 respecto al embrión control, probablemente debido a la alteración de los mecanismos de 
autorregulación de HIF1α por ausencia de proteína funcional, la amplificación específica en la región 
delecionada mostró un descenso significativo de los niveles de expresión, indicativo de una buena 
eficiencia de recombinación. Además, la expresión disminuida de Phd3 y Glut1 confirmaron la deleción 
eficaz de Hif1a, al estar disminuida en el mutante. Por otro lado, no se observó un incremento en la 
expresión de Hif2a, sugiriendo la ausencia de mecanismos compensatorios tras la pérdida de Hif1a. 
Por otro lado, se analizó la distribución de la proteína mediante inmunofluorescencia contra HIF1α (Fig. 




pertenecientes a cardiomiocitos, se observa un descenso de los niveles de HIF1α (Fig. 40D). Sin 
embargo, este descenso no es total y no concuerda con la eficiencia de deleción observada por PCR 
cuantitativa. Una posible explicación a esta discrepancia sería que, si bien el exón 2 delecionado 
contiene el dominio de unión a ADN, el ARNm resultante tras la deleción todavía podría traducirse a 
una proteína, aunque no funcional. Puesto que los anticuerpos disponibles comercialmente están 
dirigidos contra el extremo C-terminal de la proteína, no afectado por la deleción, se podrían seguir 
detectando niveles de proteína, si bien no funcional por la incapacidad de unirse al ADN y activar la 






3.1 Fenotipo de los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
En primer lugar, para determinar si la deleción de Hif1a en progenitores NKX2.5 afectaba a la viabilidad 
embrionaria, se realizó un análisis de supervivencia, mediante el recuento del número de mutantes 
Hif1a/Nkx2.5 recuperados en el momento del destete. El porcentaje de mutantes recuperados a destete 
fue de 28.58% (21/94 en 6 camadas independientes) frente al 25% esperado. El p-valor del test de 
rangos de Wilcoxon fue de 0.787, lo que indica que no existe letalidad embrionaria. 
Para descartar posibles alteraciones cardiacas compatibles con la supervivencia de los embriones, se 
realizó un análisis histológico a E14.5 (Fig. 41A). El resultado mostró que no existen diferencias 
morfológicas aparentes a este estadio entre los mutantes Hif1a/Nkx2.5 y los controles hermanos de 
camada. La cuantificación tanto de los grosores del MC como del SIV (Fig. 41B), así como de la 





Por otro lado, se analizó el tamaño de los cardiomiocitos mediante tinción con aglutinina de germen de 
trigo (Fig. 42A). La cuantificación mostró que no existen diferencias de tamaño entre los cardiomiocitos 
deficientes en Hif1a y los cardiomiocitos del embrión control (Fig. 42B). 
 
En base a las observaciones previamente descritas, la 
desaparición de HIF1α en el MC, donde los niveles de 
la proteína son altos hasta E12.5 (Fig. 7), podría causar 
una maduración prematura del MC y la adquisición de 
un fenotipo trabecular. Para comprobar esta hipótesis 
se analizó la expresión mediante hibridación in situ del 
marcador de MC Mycn (Oncogén MYC 
Neuroblastoma, del inglés Neuroblastoma MYC 
Oncogene) a E12.5 (Fig. 43). Los resultados mostraron 
que no existen cambios en los niveles de expresión de 
este marcador en el MC. Además, en ambos genotipos 
la expresión estaba restringida al MC, sugiriendo que 
la identidad del MC es independiente de la 
señalización de HIF1α esta capa del miocardio en 
desarrollo tras la pérdida de Hif1a. 
Estos resultados ponen de manifiesto que la activación 
de HIF1 en progenitores tempranos del mesodermo cardiaco no es necesaria para el correcto desarrollo 
del corazón. Sin embargo, no pueden descartarse adaptaciones a distintos niveles que puedan 




3.1.1 Análisis del desarrollo de la vasculatura coronaria en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Al igual que en los modelos de deleción anteriores, la pérdida de Hif1a en el epicardio y en el endocardio, 
capas a las que también contribuye el linaje NKX2.5, podría causar alteraciones en la vasculatura 
coronaria que, si bien no resultan en malformaciones embrionarias, podrían predisponer al desarrollo 
de un fenotipo cardiaco en la etapa adulta. Para analizar esta posibilidad, se determinó, mediante 
tinción anti-CD31 (Fig. 44A), el número de estructuras vasculares en el MC (Fig. 44B) y el diámetro de la 
arteria coronaria derecha (Fig. 44C). En ambos casos no se observaron diferencias significativas entre el 
mutante Hif1a/Nkx2.5 y el embrión control. Estos resultados indican que la pérdida de Hif1a tanto en 
epicardio como en endocardio no compromete el desarrollo de la red vascular cardiaca. 
 
3.1.2 Deleción específica de Hif1a en cardiomiocitos: TnTc-Cre 
Al igual que en el modelo de deleción de Vhl, para excluir posibles contribuciones a nivel de progenitor 
o en estructuras del linaje NKX2.5 diferentes a los cardiomiocitos, se generó un nuevo modelo de 
deleción de Hif1a específica de cardiomiocitos, mediante el empleo de la Cre recombinasa con 
expresión controlada por el promotor del gen de la Troponina T cardiaca: Hif1af/f/TnTcCre/+, en adelante 
Hif1a/TnTc. Por un lado, los niveles de HIF1α determinados mediante inmunofluorescencia en el 




a los observados en el mutante Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 40C). Además, el análisis histológico a E14.5 (Fig. 45B) 
no reveló alteraciones morfológicas evidentes, sin presentar diferencias significativas en la 
cuantificación del grosor del MC y del SIV (Fig. 45C), así como en la esfericidad de los ventrículos (Fig. 
45D). Por otro lado, el análisis de letalidad en el momento del destete mostró una recuperación de 
mutantes Hif1a/TnTc del 12.1% (7/58 en un total de 9 camadas), frente al 16.9% esperado. El p-valor 
resultante del test de rangos de Wilcoxon fue de 0.222, indicativo de ausencia de letalidad embrionaria 
en este modelo. 
 
Estos resultados confirman que la deleción específica de Hif1a en cardiomiocitos no provoca 
alteraciones morfológicas en el desarrollo cardiaco y permiten descartar la posible afectación a nivel de 
progenitores en el modelo Hif1a/Nkx2.5. 
3.2 Análisis de la proliferación en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Debido a las alteraciones observadas en la proliferación del corazón embrionario tras la deleción de Vhl 
en el modelo Vhl/Nkx2.5, se determinó si la deleción de Hif1a podría afectar a la proliferación del 
miocardio en los mutantes Hif1a/Nkx2.5.  
En primer lugar, se determinó la expresión de Bmp10 mediante hibridación in situ en embriones control 
y mutante Hif1a/Nkx2.5 a E12.5 (Fig.46A). Bmp10 modula la proliferación del miocardio al reprimir la 




Bmp10 a E12.5 observados como la ausencia de fenotipo a E14.5 sugieren una proliferación normal en 
los mutantes Hif1a/Nkx2.5, se analizó la proliferación del miocardio mediante marcaje y tinción con 5-
bromo-2-desoxiuridina (BrdU) (Fig. 46B). Los resultados de la cuantificación muestran que, tanto en el 
MC como en las trabéculas, el porcentaje de células BrdU positivas no varía entre el control y el mutante 
deficiente en Hif1a (Fig. 46C). Estos resultados sugieren que la pérdida de Hif1a no es deletérea para la 
correcta proliferación del miocardio embrionario. 
 
3.3 Análisis de la formación del Sistema de Conducción en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
La inhibición de la expresión de genes relacionados con el SC observada en los mutantes Vhl/Nkx2.5 
apunta a un posible papel represor de HIF1 sobre el programa genético de establecimiento del SC 
cuando está presente en las trabéculas. Por otra parte, el rescate parcial de los niveles de expresión de 
Cx40 en el miocardio trabeculado del doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5, sugiere un papel adicional de 
Vhl independiente de HIF1α en este proceso. 
Para determinar si existen alteraciones en el establecimiento del SC ventricular en los mutantes 
Hif1a/Nkx2.5, en primer lugar, se determinó la expresión de diversos genes relacionados con este 
proceso mediante PCR cuantitativa a E14.5 (Fig. 47A). Los resultados no mostraron alteraciones en los 
niveles de Cx40, Pcp4l1 y Tbx5, que en cambio estaban disminuidos en el mutante Vhl/Nkx2.5, aunque 
sí una clara inhibición en la expresión del gen Dpp6, cuyo producto se une a canales de potasio, 
alterando sus propiedades y cuya sobreexpresión se ha relacionado con procesos de fibrilación 




a E14.5 (Fig. 47C) en embriones control y el mutante Hif1a/Nkx2.5 mediante hibridación in situ, sin 
detectarse alteraciones ni en los niveles ni en la región de expresión de los mismos. 
 
Estos resultados apoyan la hipótesis de que HIF1 jugaría un papel inhibitorio sobre el establecimiento 
del SC ventricular sólo cuándo se expresa en el miocardio trabeculado, sin tener un efecto negativo al 
estar presente en el MC.  
3.4 Análisis de la expresión génica en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Para tratar de determinar posibles 
mecanismos adaptativos que permitan una 
cardiogénesis normal en ausencia de 
señalización mediada por HIF1, se realizó un 
análisis de expresión mediante RNASeq en los 
mutantes Hif1a/Nkx2.5 y controles hermanos 
de camada a E12.5. El procedimiento de 
recolección y procesamiento de las muestras 
fue idéntico al descrito para los mutantes 
Vhl/Nkx2.5, (Sección 2.1.3 de Materiales y 
Métodos), seleccionándose también en este 
caso parejas control-mutante de la misma camada con un número similar de somitos (Tabla 11). 
Muestra Genotipo Somitos RIN 
1 Hif1af/f/Nkx2.5+/+ 27 9.7 
2 Hif1af/f/Nkx2.5Cre/+ 27 10 
3 Hif1af/f/Nkx2.5+/+ 27 9.9 
4 Hif1af/f/Nkx2.5Cre/+ 27 9.9 
5 Hif1af/f/Nkx2.5+/+ 27 9.6 




El análisis bioinformático identificó 14406 genes codificantes de proteína expresados, de los cuales 198 
mostraron expresión diferencial, considerando una diferencia significativa de expresión aquellos con un 
p-valor<0.05, ajustado mediante el método de Benjamini-Hochberg. De estos 198 diferencialmente 
expresados, 81 presentaron mayor expresión en el mutante deficiente en Hif1a, mientras que los 117 
restantes presentaron expresión reducida. 
Con el objetivo de determinar posibles procesos 
alterados en los mutantes Hif1a/Nkx2.5, se 
llevó a cabo un análisis de GO contra la base de 
datos de procesos biológicos de GOrilla. Los 
resultados mostraron alteraciones significativas 
en procesos correspondientes a las categorías 
“Metabolismo de hidratos de carbono”, 
“Metabolismo de nucleótidos y nucleósidos”, 
“Metabolismo de ácidos carboxílicos”, 
“Secuestro de calcio” e “Hidroxilación de 
prolinas” (Fig. 48).  
3.5 Análisis metabólico de los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
3.5.1 Análisis del metabolismo de la glucosa en los mutantes Hif1a/Nkx2.5   
Unos de los procesos biológicos con mayor número de genes con expresión alterada mediante el análisis 
por Ontología Génica, fueron los relacionados con procesos metabólicos de los hidratos de carbono. En 





Con el objetivo de confirmar si la deleción de Hif1a por sí misma es la responsable de la inhibición 
transcripcional de los genes glucolíticos observada en los dobles mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 (Fig. 25), 
se analizó la expresión de los ARNm de Glut1, Pdk1 y Ldha a E12.5 y E14.5 mediante hibridación in situ 
en los mutantes Hif1a/Nkx2.5. Los resultados mostraron que, tanto a E12.5 (Fig. 50A, izquierda) como 
a E14.5 (Fig. 50A, derecha), la expresión de estos genes se encontraba fuertemente inhibida en el MC 
de los embriones mutantes, manteniéndose la expresión en las trabéculas en los niveles mínimos 
observados en el control.  
Por otro lado, los niveles de GLUT1, analizados mediante inmunofluorescencia se encontraban 
disminuidos dramáticamente en el MC de los embriones mutantes Hif1a/Nkx2.5 a E12.5 (Fig. 50B), sin 
observarse alteración en los bajos niveles presentes en las trabéculas de los embriones control. La 
cuantificación mediante PCR cuantitativa de los niveles de expresión de genes relacionados con la 
glucolisis también mostró la misma inhibición (Fig. 50C), incluyendo el transportador de ácidos 
monocarboxílicos Slc16a3 o Mct4, regulado por HIF1α y responsable del transporte de ácidos 





Estos resultados confirman que la deleción de Hif1a es la responsable de la inhibición glucolítica 
observada en el MC del doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5. Es más, este resultado plantea que esta 
dramática, aunque no total, inhibición de la glucolisis no es la responsable de la letalidad embrionaria 
de los dobles mutantes, al ser el mutante simple Hif1a/Nkx2.5 viable. Por otro lado, un análisis similar, 
tanto por hibridación in situ de Glut1, Pdk1 y Ldha (Fig. 51A) como por inmunohistoquímica contra 
GLUT1 (Fig. 51B), en los mutantes Hif1a/TnTc mostró el mismo resultado, confirmando que el efecto 
inhibitorio de la deleción de Hif1a sobre la glucolisis es autónomo a nivel de cardiomiocito y no debido 
a efectos asociados a la recombinación parcial en el endocardio o el epicardio. 
 
3.5.2 Alteraciones en el metabolismo lipídico en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Los resultados obtenidos en el modelo simple Vhl/Nkx2.5 muestran que la señalización mantenida de 
HIF1α y su expansión a las trabéculas impiden el cambio metabólico hacia la oxidación de ácidos grasos, 
provocando su acumulación en forma de gotas lipídicas intracelulares. (Fig. 26). Además, en los dobles 
mutantes Hif1a/Vhl/Nkx2.5 hay un rescate de estas alteraciones, tanto a nivel transcripcional como a 
nivel de acumulación de gotas lipídicas (Fig. 27), planteando el papel directo de la señalización de HIF1α 
en esta regulación metabólica.  
Por otra parte, el análisis de Ontología Génica no mostró alteraciones en procesos relativos al 




de genes relacionados con esta ruta no mostró la inhibición existente en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 
52A), salvo en el caso de la Acss1 (sintetasa de acil-CoA de cadena corta, del inglés Acyl-CoA Synthetase 
Short-Chain 1), que codifica un enzima capaz de sintetizar Acetil-CoA a partir de acetato. Sí se 
detectaron, sin embargo, aumentos en la expresión de otros genes relacionados con el metabolismo 
lipídico, como en el caso de la Crat (Carnitina acetiltransferasa), que regula el ratio Acil-CoA/CoA, o de 
la Lpl (LipoProteínLipasa), lipasa encargada de la hidrólisis de los triglicéridos presentes en lipoproteínas 
circulantes.  
Por otro lado, se analizó la presencia de gotas lipídicas a E14.5 mediante MET (Fig. 52B). La cuantificación 
mostró que no existe acumulación de las mismas en el citoplasma de los cardiomiocitos deficientes en 
Hif1a, mostrando niveles similares a los observados en los embriones control en ambas capas del 
miocardio (Fig. 52C). 
 
En conjunto, estos resultados apuntan a un incremento del catabolismo de ácidos grasos a E14.5 en 
ausencia de Hif1a. Además, sugieren un papel inhibidor de HIF1α sobre el cambio metabólico 
embrionario hacia la oxidación de ácidos grasos, además de confirmar que el rescate observado en el 




3.5.3 Alteraciones mitocondriales en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Otro aspecto interesante del doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5 es la recuperación, tras la deleción 
simultánea de Hif1a y Vhl, del número y actividad mitocondrial a niveles comparables a los hallados en 
los embriones control (Fig. 31), planteando un papel de HIF1α en el control de la red mitocondrial en el 
miocardio embrionario. Para confirmar esta hipótesis, se analizó en primer lugar la red mitocondrial 
mediante inmunofluorescencia contra la proteína estructural TOM20 a E14.5 en embriones control y en 
el mutante Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 53A). Los resultados no mostraron diferencias ni en la distribución ni en 
la intensidad de la tinción entre ambos genotipos. Con el objetivo de obtener una medida más precisa 
del contenido mitocondrial, se determinó el número de mitocondrias mediante MET a E14.5 (Fig. 53B). 
La cuantificación del número de mitocondrias confirmó que, al igual que lo observado en el doble 
mutante, la deleción de Hif1a no afecta ni a la cantidad ni a la distribución de mitocondrias entre el MC 
y las trabéculas a E14.5 (Fig. 53C).  
 
También se confirmó, mediante tinción de actividad COX4, la funcionalidad de las mitocondrias en el 
mutante deficiente en Hif1a, ya que no se observaron diferencias de actividad entre éste y el embrión 




los controles estaba conservada en los mutantes. Asimismo, el análisis por PCR cuantitativa a E14.5 de 
genes relacionados con la homeostasis y remodelado mitocondrial (Fig. 54B) mostró que los mutantes 
Hif1a/Nkx2.5 presentaban expresión significativamente incrementada del componente del mPTP Ant1, 
observándose la misma tendencia en la expresión de CypD. También se observó un incremento en la 
expresión de Pgc1a, junto con un descenso en la expresión de Mxi1. Por otra parte, la expresión de los 
genes relacionados con la fusión mitocondrial Mfn1, Mfn2 y Opa1 estaba incrementada. También se 
encontró inhibida la expresión de las dianas de Hif1a Mgarp y Cox4l2, además de Ucp3, todos ellos 
relacionados con la distribución y eficiencia mitocondrial. 
 
En conjunto, estos resultados muestran que la deleción de Hif1a no impacta negativamente en el 
establecimiento de una red mitocondrial activa. Al contrario, la deleción de Hif1a favorece un programa 
transcripcional principalmente orientado a la biogénesis y a la fusión mitocondrial. Además, el 
incremento transcripcional de Pgc1a en ausencia de Hif1a, unido al hecho de que el mismo gen mostró 
expresión inhibida en el mutante Vhl/Nkx2.5 (Fig. 29B), apunta a una regulación de HIF1α sobre este 
gen en el corazón en desarrollo. 
Por otro lado, teniendo en cuenta el patrón dinámico de la expresión de HIF1α (Fig.7) y que los niveles 
de proteína son elevados a E12.5 en el MC, cabría esperar un posible efecto de la pérdida de Hif1a sobre 




reducidos. Por ello, se determinó el número de mitocondrias mediante MET a E12.5 en los mutantes 
Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 55A). La cuantificación de las imágenes (Fig. 55B) mostró que a E12.5 el mutante 
Hif1a/Nkx2.5 mantiene la compartimentalización existente en los embriones control entre el MC y las 
trabéculas. Sin embargo, el número total de mitocondrias estaba incrementado en ambas capas. Del 
mismo modo, el análisis por MET en el doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5 (Fig. 55C) mostró un resultado 
similar de maduración adelantada a E12.5 (Fig. 55D). 
 
En suma, estos resultados sugieren que la pérdida de Hif1a activa mecanismos adaptativos en etapas 
anteriores a E14.5 que aseguran la obtención de ATP de manera independiente de la glucolisis, 
mediante un incremento del número de mitocondrias y una maduración prematura del metabolismo 
oxidativo. 
3.5.4 Adaptaciones metabólicas en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
Si bien los mutantes deficientes en Hif1a presentan un incremento en el contenido mitocondrial a E12.5, 
para una correcta adaptación metabólica también es necesaria la disponibilidad de un sustrato a oxidar 
que garantice el flujo de electrones a través de los complejos mitocondriales y que permita la obtención 
de ATP mediante fosforilación oxidativa. Sin embargo, los niveles de AG circulantes en la circulación 
fetal a estos estadios son muy bajos (Lopaschuk y Jaswal, 2010). Además, no se detectaron alteraciones 




Los aminoácidos, por otra parte, garantizan el correcto funcionamiento del ciclo de Krebs en ausencia 
de otros sustratos mediante activación de las vías anapleróticas. En ausencia de un metabolismo eficaz 
de hidratos de carbono, y dada la disponibilidad limitada de AG a E12.5, esta posibilidad podría explicar 
un mecanismo metabólico de adaptación que permita un correcto desarrollo y crecimiento del 
miocardio en los mutantes Hif1a/Nkx2.5. Curiosamente, entre los genes diferencialmente expresados 
en el análisis de expresión por RNASeq se encontraron diversos genes relacionados con el metabolismo 
y transporte de aminoácidos. El análisis por Ontología Génica contra la base de datos de procesos 
biológicos de Panther mostró alteraciones en procesos metabólicos y de transporte de aminoácidos 
significativamente incrementados en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 56A).  
 
La comprobación por PCR cuantitativa a E14.5 (Fig. 56B) confirmó un aumento en la expresión de 
algunos de estos genes en los corazones deficientes en Hif1a, como el transportador de aminoácidos 
aniónicos, especialmente glutamato y la forma aniónica de la cistina, xCT (Slc7a11) y el transportador 
de aminoácidos catiónicos 3 CAT3 (Slc7a3). También estaba incrementada la expresión de Lars (Leucil-
ARNt-sintetasa, del inglés Leucyl-TRNA Synthetase), Aarsd1 (que contiene un dominio de alanil-ARNt-




inglés Asparagine Sinthetase), que cataliza la interconversión de aspartato y glutamina en asparagina y 
glutamato, y de Bcat1 (Aminotransferasa de aminoácidos ramificados 1, del inglés Branched Chain 
Aminoacid Transaminase 1), que participa en la degradación de valina, leucina e isoleucina, 
generándose glutamato en el proceso. Además, también se encontró incrementada la expresión de 
Grhpr1 (Glioxilato y hidroxipiruvato reductasa 1, del inglés Glyoxylate and HydroxyPyruvate Reductase 
1) y Phgdh (Fosfoglicerato deshidrogenasa, del inglés Phosphoglycerate Dehydrogenase), ambas 
implicadas en la degradación de serina. Por otro lado, la expresión del transportador de oligopéptidos 
(Slc15a2) estaba inhibida en el mutante Hif1a/Nkx2.5, sugiriendo una preferencia en la incorporación 
de aminoácidos libres y no en forma de péptidos de pequeño tamaño. 
Para tratar de detectar cambios en los niveles de metabolitos relacionados con estas diferencias en la 
expresión génica se realizó un análisis metabolómico mediante Resonancia Magnética Nuclear de 
Protón en corazones de E12.5 en embriones control y mutantes Hif1a/Nkx2.5. La cuantificación de los 
espectros (Fig. 57A) mostró un descenso en los niveles de taurina en los mutantes Hif1a/Nkx2.5, así 
como un incremento en los niveles de glutamina y de ácidos grasos (Fig. 57B). 
 
El incremento observado en los AG puede ser indicativo de un mayor flujo metabólico de los mismos, 
hecho que se ve justificado por el incremento transcripcional en genes implicados en la incorporación 
celular de AG, especialmente Lpl (Fig. 52A). Asimismo, el incremento observado en los niveles de 
glutamina coincide con la hipótesis de una mayor activación de rutas anapleróticas en los mutantes 
Hif1a/Nkx2.5. Finalmente, el descenso observado en los niveles de taurina puede estar relacionado con 
la función esencial de este ácido sulfónico como componente esencial de ciertos ARN de transferencia 
mitocondriales (Suzuki y cols., 2002). Una mayor síntesis de los mismos, como ocurre con Lars y Asns 
(Fig. 56), codificados por el genoma nuclear, podría justificar este descenso. Por otra parte, puesto que 
la síntesis de la taurina tiene lugar a partir de cistina, un consumo de aminoácidos mediante anaplerosis 




En conjunto, estos resultados sugieren que la privación de la glucolisis en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 
tras la pérdida de Hif1a permite la aparición de adaptaciones metabólicas consistentes en el uso de los 
aminoácidos como fuente de energía (Fig. 56C).  
La respuesta transcripcional observada también sugiere una mayor incorporación de aminoácidos al 
interior celular en respuesta al incremento en la expresión de los transportadores. El aumento 
intracelular de aminoácidos podría estar activando la ruta de mTOR, la ruta de señalización que activa 
la síntesis de proteínas regulando positivamente los procesos de traducción. Dos marcadores para 
determinar el estado de activación de esta vía son la fosforilación de la quinasa de la proteína ribosomal 
S6 (S6K), que regula positivamente los procesos de traducción, y la fosforilación de la proteína de unión 
al factor de traducción E4 (E4BP-1, del inglés E4 Binding Protein 1), que actúa positivamente sobre la 
traducción al permitir la liberación del factor E4. Para determinar el estado de activación de estas vías 
en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 se analizó, en primer lugar, la fosforilación de S6K (pS6K) en el residuo 
Thr3897 mediante inmunohistoquímica a E12.5 (Fig. 58A). Los resultados muestran un sensible 
descenso en los niveles de pS6K, tanto en el endocardio como en el MC. Por otro lado, el análisis de la 
fosforilación de E4BP-1 (pE4BP-1) en los residuos Thr37 y Thr46 mediante Western-Blot en corazones 
control y mutantes Hif1a/Nkx2.5 a E12.5 (Fig. 58B) no mostró diferencias entre ambos (Fig. 58C). Estos 
resultados sugieren que, si bien se está produciendo un incremento de aminoácidos intracelulares al 
favorecerse su transporte, su uso está dirigido a procesos diferentes a la síntesis de proteínas. 
 
Además de la incorporación de aminoácidos del medio extracelular, las células pueden activar, de forma 
controlada, procesos de autofagia que permitan obtener aminoácidos en periodos de escasez de 




estar basado en el catabolismo de aminoácidos, al menos hasta E14.5, dada la limitada disponibilidad 
de AG a etapas anteriores (Lopaschuk y Jaswal, 2010), la activación de rutas autofágicas podría suponer 
un aporte extra de metabolitos energéticos (Fig. 56C). Para valorar esta hipótesis, se cuantificó por PCR 
cuantitativa el nivel de expresión de diversos genes implicados en rutas autofágicas a E14.5 (Fig. 59). Se 
observó un incremento en la expresión de p62, proteína adaptadora implicada en el reconocimiento de 
los sustratos a degradar. Al mismo tiempo, de manera contraria a lo observado en el mutante de Vhl, 
se observó un descenso significativo en los niveles de expresión de Bnip3 y Nix, sugiriendo que el 
bloqueo de esta ruta mitofágica podría contribuir al aumento de mitocondrias observado a E12.5. 
 
3.6 Análisis de la estructura y la función cardiaca en mutantes Hif1a/Nkx2.5 adultos 
Como muestran, en conjunto, los resultados obtenidos tras la caracterización del mutante Hif1a/Nkx2.5, 
la pérdida de Hif1a no parece ser esencial para el correcto desarrollo del corazón. Sin embargo, no se 
puede descartar que las alteraciones metabólicas descritas tras la deleción de Hif1a tengan 
consecuencias morfológicas o funcionales durante la vida adulta de los ratones mutantes. Para 
determinar posibles alteraciones posteriores al desarrollo embrionario asociadas a la pérdida de Hif1a, 
se analizaron corazones control y deficientes en Hif1a a 5 meses de edad. El análisis morfológico 
mediante tinción hematoxilina-eosina no reveló diferencias aparentes entre los corazones control y los 
mutantes Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 60A). Además, mediante tinción de Tricrómico de Mason se descartó la 





Si bien la pérdida de Hif1a no parecía causar alteraciones morfológicas en los corazones de los mutantes 
adultos, no se podía descartar una alteración en la función cardiaca de los mismos. Por ello, se llevó a 
cabo un análisis funcional de los mutantes Hif1a/Nkx2.5 a 5 meses de edad mediante técnicas de 
ecocardiografía. El análisis en modo bidimensional (Fig.61A, paneles superiores) no mostró alteraciones 
significativas en el grosor de la pared posterior del VI (Fig. 61B), en el grosor del SIV (Fig. 61C) ni en el 
volumen telediastólico del VI (Fig. 61D), confirmando las observaciones histológicas. Por otra parte, la 
relación de la masa del corazón respecto a la masa corporal no mostró diferencias entre el control y el 
mutante Hif1a (Fig. 61E), descartándose la existencia de cardiomegalia o hipertrofia. Asimismo, el 
análisis de contractilidad mediante modo M (Fig. 61A, paneles inferiores) no mostró diferencias en la 
función cardiaca entre los animales control y los mutantes Hif1a/Nkx2.5, tanto en términos de fracción 
de eyección (Fig. 61F) como de fracción de acortamiento (Fig. 61G).  
 
Además, el análisis del llenado mitral mediante Doppler Pulsado (Fig. 62A) descartó la existencia de 




electrocardiograma no mostró diferencias en la frecuencia cardiaca (Fig. 62C) ni en la longitud del 
segmento QRS (Fig. 62D), descartando problemas de arritmogénesis o de contractilidad. 
 
Estos resultados confirman que, al menos hasta la edad de 5 meses, la pérdida de Hif1a no provoca 
alteraciones morfológicas ni funcionales en condiciones de homeostasis. Sin embargo, no puede 
descartarse que la pérdida de HIF1α se manifieste en condiciones más desfavorables, como en un 




















1 DISTRIBUCIÓN DE HIF1α EN EL CORAZÓN EMBRIONARIO 
Los resultados obtenidos describen la distribución heterogénea de HIF1α en el corazón embrionario y 
la existencia de dos regulaciones diferenciadas. Por una parte, observamos un gradiente espacial, 
consistente en la presencia de mayores niveles de HIF1α en el MC y su progresiva exclusión de las 
trabéculas entre E9.5 y E12.5 a medida que éstas se desarrollan. Por otro lado, existe un control 
temporal de la expresión de HIF1, que refleja un descenso gradual en los niveles de HIF1α entre E9.5 
y E14.5 (Fig. 7). Si bien trabajos previos han descrito la presencia de HIF1α en el corazón en desarrollo 
(Guimaraes-Camboa y cols., 2015; Huang y cols., 2004; Krishnan y cols., 2008), los resultados de nuestro 
grupo describen la existencia de territorios de expresión diferencial de HIF1 en las regiones anatómicas 
del corazón en desarrollo (Menendez-Montes y cols., 2016). Por otra parte, Guimaraes-Camboa y 
colaboradores plantean una posible regulación en la translocación nuclear de HIF1α durante la 
cardiogénesis en base a la detección que realizan mediante inmunofluorescencia y análisis de imagen a 
grandes aumentos, en el cual observan acumulación citoplasmática de HIF1α a estadios tempranos 
(E9.5) y señal nuclear a estadios posteriores (Guimaraes-Camboa y cols., 2015). Estos resultados no 
coinciden con nuestras observaciones, según las cuales, la señal de HIF1α es claramente nuclear, y por 
tanto funcional, en todos los estadios analizados, incluso a baja magnificación (Fig. 7). Nuestra 
experiencia en inmunodetección de HIF1α y la complejidad técnica en su detección nos lleva a 
cuestionar las conclusiones del trabajo de Guimaraes-Camboa y colaboradores ya que, en situaciones 
no óptimas de tinción, nosotros también hemos detectado señal citoplasmática de HIF1α, no sólo a 
E9.5, sino a otros estadios. Además, si bien serían necesarios más estudios a nivel molecular para 
descartar la existencia de una regulación a nivel de localización subcelular de HIF1α, no existe un soporte 
bibliográfico sólido que apoye la existencia de dicho mecanismo in vivo. Por otro lado, la señal positiva 
para GLUT1, cuya expresión está regulada por HIF1α en el miocardio, en las mismas regiones en las que 
se observa señal nuclear de HIF1α a todos los estadios analizados (Fig. 8A), aporta una evidencia 
adicional que confirma que la señal citoplasmática observada por Guimaraes-Camboa y colaboradores 
probablemente sea debida a problemas técnicos en la inmunodetección de HIF1α. 
Según la regulación canónica de este factor (Fig. 4), la posible explicación a la distribución heterogénea 
de HIF1α descrita podría ser la existencia de un gradiente de oxígeno en el corazón embrionario, con 
bajos niveles en el MC, que justifiquen la estabilización de HIF1α, y niveles más altos de oxígeno en las 
trabéculas, que impedirían su presencia. Un método clásico de detección de regiones hipóxicas es el 
marcaje con pimonidazol, una sonda química que se une a estructuras celulares por debajo de un 2% 
de O2 formando aductos detectables por medio de anticuerpos específicos (Varia y cols., 1998). 
Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran que a E12.5 la señal de pimonidazol está 




63A), región preferente de expresión de HIF1α a este estadio (Fig. 7). Esta exclusión de la señal de 
pimonidazol en el MC apunta a la existencia de mecanismos de regulación adicionales al oxígeno.  
Por otro lado, la detección del ARNm de Hif1a a E12.5 mediante hibridación in situ, revela un mayor 
nivel de expresión de Hif1a en el MC respecto a las trabéculas (Fig. 63B), sugiriendo la existencia de una 
regulación a nivel del promotor de HIF1. En esa línea de razonamiento, existen mecanismos de 
estabilización de la proteína HIF1α alternativos a la ruta canónica, consistentes en el descenso de la 
expresión de genes relativos a degradación de proteínas y el incremento de genes relacionados con 
desubiquitinización. Estos mecanismos, junto con la inhibición transcripcional de las prolil-hidroxilasas 
Phd1 y Phd3, operan, por ejemplo, en pequeñas agrupaciones de cardiomiocitos HIF1α positivos en el 
corazón de ratón adulto (Kimura y cols., 2015). Para tratar de determinar si estas vías pudieran estar 
actuando en el corazón embrionario, se realizó un estudio piloto en colaboración con este laboratorio 
(UTSW, Dallas, EEUU), consistente en la separación de cardiomiocitos del MC y de las trabéculas a E12.5 
mediante microdisección por láser y posterior análisis de expresión de genes relacionados con estos 
mecanismos mediante PCR cuantitativa (Fig. 63B). Curiosamente, estos resultados preliminares 
mostraron una expresión trabecular incrementada significativamente, o con tendencia a incrementarse, 
de genes reguladores negativos de HIF1α, como la N-alfa Acetiltransferasa (Naa10), que estimula la 
degradación proteasomal de HIF1α (Jeong y cols., 2002), la lectina del retículo endoplasmático Os9, que 
promueve la degradación de HIF1α a través de las PHDs (Baek y cols., 2005) y la proteína tumoral P53 
(Trp53, del inglés Tumor Protein 53), que promueve ubiquitinación y degradación de la subunidad 1α 
(Ravi y cols., 2000). Además, se observó un incremento relativo en la expresión del propio Vhl, así como 
un descenso en los niveles de expresión de Phd3, una diana clásica de HIF1α. Sin embargo, la peptidasa 
específica de ubiquitina 20 (Usp20, del inglés Ubiquitin Specific Peptidase 20), que desubiquitina HIF1α, 
aumentando su estabilidad (Li y cols., 2005), no presentó diferencias de expresión entre MC y 
trabéculas, aunque no puede descartarse que otros miembros de esta familia se expresen 
diferencialmente entre ambas capas del corazón. Por otro lado, se observó un aumento en la expresión 
de Anf, un marcador de trabéculas, lo que indica una correcta segregación de las poblaciones durante 
el proceso de microcaptura por láser. 
Por último, para ahondar en los posibles mecanismos responsables de la expresión heterogénea de 
HIF1, se realizó un análisis de la expresión del ARNm de Hif1a a E12.5 mediante hibridación in situ. Los 
resultados revelan un mayor nivel de expresión de Hif1a en el MC respecto a las trabéculas a este 
estadio (Fig. 63C), sugiriendo la existencia de una regulación a nivel del promotor de HIF1 de manera 
independiente de los niveles de oxígeno.  Este tipo de regulaciones a nivel transcripcional, mediante el 
aumento de la expresión del gen de manera local y saturación del sistema de degradación celular, 
sucede durante la expresión de MYC en respuesta a altos niveles de glucosa (Doe y cols., 2012), a través 




Response Element Binding Protein) (Isoe y cols., 2010) o por activación de la proteína quinasa C (PKC) 
(Pagé y cols., 2002). 
 
En su conjunto, estos resultados, si bien preliminares, sugieren la existencia de vías de estabilización de 
HIF1α independientes de oxígeno en el corazón en desarrollo, además de abrir nuevas líneas de 
investigación sobre los mecanismos moleculares que regulan la dinámica espacial y temporal de HIF1α 
en el miocardio embrionario. No obstante, es importante considerar que la mayor estabilización de 
HIF1α en el MC podría ser consecuencia de una adaptación metabólica. En ese sentido, un ambiente 
hipóxico en etapas tempranas del desarrollo estabilizaría HIF1α, con la consiguiente reprogramación 
metabólica hacia un metabolismo no oxidativo basado en la glucolisis. De este modo, el descenso en el 
consumo celular de oxígeno podría alterar la señal de pimonidazol observada, aún en condiciones de 
estabilización de HIF1α.  
Aunque los resultados previos mostrados (Fig. 63) sugieren la existencia de mecanismos reguladores 
alternativos al oxígeno entre el MC y las trabéculas, esta hipótesis metabólica podría explicar la señal 
de pimonidazol diferente entre dos compartimentos celulares tan próximos como el MC y el endocardio 
o el epicardio. Por tanto, será necesaria una caracterización más profunda de estas posibles vías de 
regulación para determinar de manera concluyente los mecanismos que establecen el patrón 




2 INTEGRACIÓN CON MODELOS PREVIOS DE DELECIÓN CARDIACA 
A pesar de que se han descrito varios modelos de deleción condicional de Hif1a en corazón, existe una 
gran discrepancia entre ellos, limitando la determinación del papel que juega HIF1 durante la 
cardiogénesis y homeostasis cardiaca (Guimaraes-Camboa y cols., 2015; Huang y cols., 2004; Krishnan 
y cols., 2008). Sin embargo, cabe mencionar que existen diferencias importantes entre los modelos 
experimentales previamente descritos y los presentados en esta Tesis Doctoral, que podrían explicar las 
diferencias observadas en el fenotipo de los distintos modelos. Por un lado, diversos trabajos previos 
de deleción de Vhl emplean Mlc2v-Cre (Lei y cols., 2008) o aMHC-Cre (Neary y cols., 2014), que median 
recombinación en cardiomiocitos. Si bien estos trabajos demuestran el papel de la señalización VHL-HIF 
en las adaptaciones mitocondriales en la transición a la etapa posnatal coincidentes con el incremento 
en la disponibilidad de oxígeno, el patrón de recombinación que aportan estas líneas Cre es  sólo parcial 
y no homogéneo en todo el compartimento del miocardio (Mlc2v-Cre, Lei y cols., 2008; aMHC-Cre, Li y 
cols., 2011). Sin embargo, los modelos de deleción descritos en nuestro grupo usando Nkx2.5-Cre, 
permite una deleción más temprana y completa respecto a las líneas Cre descritas en los trabajos 
previos (Figs. 10 y 40). Además, el uso en paralelo de TnTc-Cre nos ha permitido alcanzar un mayor 
grado de homogeneidad y una recombinación robusta a nivel de cardiomiocito respecto a los modelos 
anteriormente descritos. (Figs. 18, 24C y 51). Por tanto, nuestros resultados describen por primera vez 
un modelo de deleción eficaz en una ventana de desarrollo cardiaco temprano/intermedio. 
Por otro lado, varios modelos previos de deleción de Hif1a emplean un alelo nulo delecionado en línea 
germinal en combinación con otro con deleción específica de tejido según la línea Cre empleada 
(Guimarães-Camboa y cols., 2015; Huang y cols., 2004; Krishnan y cols., 2008). Dadas las alteraciones 
extra-cardiacas presentes en los modelos de deleción global de Hif1a (Compernolle y cols., 2003; Iyer y 
cols., 1998; Ryan y cols., 1998), no puede descartarse que parte del fenotipo observado en estos 
trabajos que emplean un alelo nulo, y la discrepancia con nuestros resultados (Fig. 41), pueda deberse 
en parte a condicionantes y efectos colaterales asociados a la heterocigosidad en todo el embrión desde 
el estadio de cigoto. 
En cualquier caso, nuestro análisis de expresión génica a E12.5 en la línea de pérdida de función en el 
linaje Nkx2.5 sí coincide en la mayoría de los procesos alterados descritos por modelos previos. Nuestro 
análisis por RNASeq solapa especialmente con el estudio transcripcional llevado a cabo por Guimaraes-
Camboa y colaboradores, que también emplean Nkx2.5-Cre para delecionar una copia de Hif1a en 
corazón en combinación con un alelo nulo (Guimarães-Camboa y cols., 2015). Es más, en ambos casos 
se observan alteraciones en la expresión de genes relacionados con procesos metabólicos, 
mitocondriales y de homeostasis iónica (Fig. 20). En vista del alto grado de solapamiento entre ambos 




principalmente relacionados con rutas de estrés celular como ATF4 y P53, nos planteamos que la 
activación paralela de estas rutas, probablemente de manera secundaria a la deleción de Hif1a en línea 
germinal, puedan ser responsables del fenotipo de letalidad descrito por los autores.  
3 SEÑALIZACIÓN POR HIF1, METABOLISMO Y PROLIFERACIÓN 
De acuerdo a los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, los territorios de expresión de HIF1α 
observados en el corazón en desarrollo coinciden, tanto a nivel espacial como temporal, con la 
existencia de compartimentos metabólicos, existiendo una correlación positiva entre los niveles de 
HIF1α y un programa glucolítico en el MC (Fig. 8), frente a un gradiente mitocondrial opuesto, 
enriquecido en las trabéculas carentes de HIF1α (Fig. 9). El uso combinado de modelos de ganancia y 
pérdida de función (Figs. 10 y 40) nos ha permitido demostrar que HIF1 es la principal señalización 
implicada en el mantenimiento de estos compartimentos. Así, la presencia de HIF1α en el MC mantiene 
activo un programa glucolítico, mientras que su exclusión de las trabéculas permite el establecimiento 
de una red mitocondrial más madura y activa que la presente en el MC, como demuestra el descenso 
en actividad y abundancia mitocondrial observado en el mutante Vhl/Nkx2.5 (Figs. 28 y 29), 
acompañado de un incremento y conservación del programa glucolítico (Figs. 22A y 24). Es más, el 
descenso progresivo en los niveles de HIF1α en el MC a medida que progresa la gestación provoca un 
descenso paulatino de enzimas glucolíticas y permite el aumento en el contenido mitocondrial y el 
subsiguiente establecimiento de un metabolismo oxidativo también en esta capa, como demuestra la 
adquisición precoz de una red mitocondrial a E12.5 en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 (Figs. 49,50,55). 
Además, los resultados del análisis metabolómico por RMN-1H en el modelo Vhl/Nkx2.5 confirman el 
incremento glucolítico en estos mutantes, al mostrar una acumulación de lactato significativa (Fig. 23). 
El descenso progresivo en los niveles de HIF1α también parece ser importante para el correcto 
crecimiento del miocardio embrionario, especialmente a nivel del MC, la región con mayor actividad 
proliferativa durante la cardiogénesis. Sin embargo, ni la ganancia (Fig. 17) ni la pérdida de función (Fig. 
42), así como tampoco la doble deleción de Vhl y Hif1a (Fig. 39) provocan alteraciones en el tamaño de 
los cardiomiocitos que pudiesen justificar el fenotipo observado. El papel de HIF1 en proliferación 
parece ser altamente dependiente del contexto biológico en el que se estudie. En determinados 
contextos, como en células madre mesenquimales (Ciria y cols., 2017) o en hepatocarcinomas (Jiao y 
Nan, 2012) HIF1 puede activar y mantener la proliferación celular. Sin embargo, HIF1 también puede 
tener un papel anti-proliferativo en otros contextos como, por ejemplo, activando parada de 
crecimiento en fibroblastos embrionarios de ratón o linfocitos B (Goda y cols., 2003), o mediante la 
activación de P21 y la inhibición de Cdc25a, que mantiene la actividad de CDK2 en células humanas de 
cáncer de colon (Hammer y cols., 2007). En el caso concreto del miocardio embrionario, la ausencia de 




46B,C). Sin embargo, el incremento en sus niveles tras la deleción de Vhl provoca un descenso en la tasa 
de proliferación y un adelgazamiento evidente del MC (Figs. 11, 12 y 21C,D). Este efecto es claramente 
HIF1α dependiente, al verse rescatado el fenotipo en el doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5, donde se 
previene el aumento de los niveles de HIF1α tras la pérdida de Vhl por la deleción simultánea de Hif1a 
(Fig. 14). Además, el hecho de que a E10.5 la proliferación en el modelo Vhl/Nkx2.5 no esté afectada ni 
se observe un fenotipo aparente (Fig.15), sugiere que este efecto es crítico en etapas posteriores a 
E10.5, cuando HIF1α se restringe al MC, el cual a su vez presenta cierto grado de heterogeneidad, al 
contar con un pequeño número de cardiomiocitos negativos para HIF1α. Este adelgazamiento en el MC 
también se ha observado previamente en mutantes para el gen Bmp10. En ese caso, la ausencia de 
BMP10 elimina la represión sobre p57, provocando parada del ciclo celular, descenso en la proliferación 
y el mencionado adelgazamiento del MC (Chen y cols., 2004). Curiosamente, en nuestro modelo de 
ganancia de función, los niveles mantenidos de HIF1α resultan en una reducción en la expresión de 
Bmp10 (Fig. 21A) y esta reducción está asociada a un aumento en la expresión de p57 (Fig. 21B). Este 
efecto parece estar mediado por un mecanismo represor dependiente de HIF1, al no existir alteraciones 
en los niveles de Bmp10 en el modelo de pérdida de función Hif1a/Nkx2.5 (Fig.46A). Además, modelos 
previos de deleción de Hif1a, tanto globales como específicos de corazón, describen fenómenos de 
hiperplasia (Krishnan y cols., 2008; Ryan y cols., 2000; Semenza y cols., 1999).  
Por otro lado, hemos identificado mecanismos adicionales que apoyan la idea de una parada del 
crecimiento cardiaco en el mutante Vhl/Nkx2.5. En primer lugar, el análisis por RNASeq muestra una 
clara inducción de genes relacionados con parada de ciclo celular y respuesta a daño en el ADN. Entre 
ellos se encuentra Cdkn1a, la ciclina G2 (Ccng2, del inglés Cell-Cycle Negative Regulator 2), el transcrito 
4 inducible por daño en el ADN (Ddit4, del inglés DNA-Damage-Inducible Transcript 4), el inhibidor 1 de 
la retroalimentación del receptor ERBB (Errfi1, del inglés ERBB Receptor Feedback Inhibitor 1) y las 
queratinas 18 y 19 (Krt18, Krt19). Además, la pérdida de Vhl también activa la expresión de genes 
implicados en parada del crecimiento, como el gen 45g inducible por daño al ADN y parada de 
crecimiento (Gadd45g¸del inglés Growth Arrest and DNA-Damage-inducible 45g), el gen 2 específico de 
parada de crecimiento (Gas2, del inglés Growth Arrest-Specific 2) y su gen tipo 3 relacionado (Gas2l3, 
del inglés Growth Arrest-Specific 2-Like 3). La conclusión de que es el aumento en los niveles de HIF1α 
el responsable de la pérdida de actividad proliferativa en el MC (Fig. 21), así como de la parada del 
crecimiento en corazones deficientes en Vhl (Figs. 11 y 12), se ve reforzada por el hecho de que la 
mayoría de estos genes forman parte de la respuesta transcripcional inducida por hipoxia en otros 
contextos de regulación de proliferación, como el efecto negativo de HIF1 descrito en la progresión de 
ciertos tipos de tumores (Goda y cols., 2003; Gordan y cols., 2007; Hammer y cols., 2007).  
Sin embargo, estos resultados están en conflicto con el papel de HIF1 como activador de la proliferación 




comentado más arriba, la pérdida en línea germinal de un alelo de Hif1a en este modelo podría tener 
efectos extra-cardiacos que activen respuestas de estrés causantes de la parada de crecimiento 
observada. Es más, esta estrategia también evade la pérdida de posibles funciones de VHL 
independientes de HIF1 relacionadas con senescencia celular y apoptosis (Guo y cols., 2009; Young y 
cols., 2008), que podrían jugar un papel en el fenotipo de nuestro modelo de ganancia de función. Estas 
acciones adicionales de VHL también podrían intervenir en el desarrollo cardiaco y contribuir a la 
letalidad embrionaria observada en los mutantes simples Vhl/Nkx2.5. De hecho, los dobles mutantes 
Hif1a/Vhl/Nkx2.5 también presentan letalidad embrionaria, sin adelgazamiento del MC, pero con 
evidentes defectos del SIV y de las válvulas aórticas a E17.5 (Fig. 37). Esta letalidad sugiere que, si bien 
el defecto en proliferación de los mutantes deficientes en Vhl se debe principalmente a la señalización 
mantenida de HIF1α a E14.5, VHL podría jugar un papel fundamental en etapas más tardías de la 
gestación. Es más, el desarrollo normal y la ausencia de letalidad en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 apoya 
la idea de que es la pérdida de Vhl, y no la de Hif1a, la responsable de la letalidad en el modelo de doble 
deleción. Por otro lado, como se discute más adelante, tampoco se puede descartar que un incremento 
de la isoforma HIF2α, expresada principalmente en el endocardio, tras la deleción de Vhl pueda jugar 
un papel en la letalidad observada. Sin embargo, la demostración definitiva de esta hipótesis requeriría 
una mayor caracterización del modelo de doble deleción en etapas finales de la gestación. Por ejemplo 
mediante la valoración de la función cardiaca por ecocardiografía a estos estadios (E17.5), el análisis de 
defectos estructurales inmediatamente tras el nacimiento, así como una exhaustiva caracterización a 
nivel molecular a partir de tejido cardiaco de los dobles mutantes, mediante estudios de co-
inmunoprecipitación de VHL o análisis de ubiquitinación de proteínas, para tratar de determinar 
posibles nuevas dianas de VHL en este contexto, así como analizar el estado de activación de la ruta de 
HIF2, principalmente en el compartimento endocárdico. 
4 ADAPTACIONES MITOCONDRIALES A LA SEÑALIZACIÓN ALTERADA DE HIF1 
Como se ha discutido en apartados previos, los territorios de expresión de HIF1α existentes en el MC y 
las trabéculas se correlacionan con la presencia de compartimentos mitocondriales diferenciados. Los 
resultados obtenidos en el mutante Vhl/Nkx2.5 muestran un reducido número de mitocondrias, tanto 
a nivel del MC como de las trabéculas, reduciéndose en conjunto el contenido mitocondrial del 
miocardio y desapareciendo la compartimentalización entre ambas capas existente en embriones 
control (Fig. 28). Esta pérdida del gradiente mitocondrial también es patente en términos de actividad 
COX4, presentando los mutantes deficientes en Vhl una actividad mitocondrial muy reducida en todo el 
miocardio (Fig. 29A). PGC1α es uno de los principales reguladores de la biogénesis mitocondrial 
(Scarpulla, 2011). En el contexto del corazón adulto, la deleción condicional de Vhl en corazón causa 




incremento (Krishnan y cols., 2009). Curiosamente, el descenso en el contenido mitocondrial que 
presenta el modelo de deleción de Vhl descrito en esta Tesis Doctoral está acompañado de una 
expresión reducida de Pgc1a, tanto a E12.5 (RNASeq) como a E14.5 (PCR cuantitativa, Fig. 29C). Es más, 
el incremento mitocondrial precoz detectado a E12.5 en el mutante Hif1a/Nkx2.5 es paralelo a un 
aumento moderado en la expresión de este gen (Figs. 54B, 55). Estos datos sugieren que los efectos 
represores de HIF1α sobre la biogénesis mitocondrial descritos en el corazón adulto podrían operar 
también en este contexto embrionario. Este efecto represor de HIF1α, que al ser un factor de 
transcripción generalmente media la activación de la expresión de sus genes diana, podría resultar 
contradictorio a priori. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la respuesta a hipoxia incluye la 
expresión de una serie de microARNs, denominados en conjunto hipoxamiRs. En concreto, Pgc1a se 
regula negativamente por el microARN miR696 (Aoi y cols., 2010), cuya expresión está inducida en 
hipoxia (Azzouzi y cols., 2015). Esta inducción podría suponer un mecanismo adicional para la acción 
inhibitoria de HIF1α sobre la biogénesis mitocondrial observada en el mutante Vhl/Nkx2.5. Además, se 
ha descrito previamente que, en contextos tumorales, HIF1α puede jugar un papel inhibidor al activar 
la expresión de represores transcripcionales que median la inhibición de Pgc1a (Zhang y cols., 2007). En 
concreto, HIF1α activa la expresión del gen de la proteína que interacciona con MAX (Mxi1, del inglés 
Max-Interacting Protein 1). MXI1 compite con MYC en la formación de los complejos MYC/MAX, siendo 
MAX (Factor X asociado a MYC; del inglés Myc-Associated factor X), un regulador positivo de la actividad 
transcripcional de MYC, que regula, entre otros, al propio gen de Pgc1a. Este mecanismo parece actuar 
también a nivel embrionario: los altos niveles de HIF1α en el modelo Vhl/Nkx2.5 provocan un aumento 
en la expresión de Mxi1 (Fig. 29B), que podría ser el responsable de la inhibición secundaria de Pgc1a y, 
por tanto, de una reducción en la biogénesis mitocondrial en este modelo. Además, la pérdida de Hif1a 
en el modelo Hifa/Nkx2.5 a E12.5 está acompañada de un descenso en la expresión de Mxi1, junto con 
un incremento en la expresión de Pgc1a (Fig. 54C), lo cual es también compatible con la hipótesis 
planteada. Este mecanismo de represión, por tanto, permitiría explicar tanto la reducción en el 
contenido mitocondrial del modelo Vhl/Nkx2.5 como la adquisición precoz de mitocondrias en el 
modelo Hif1a/Nkx2.5.  
Para el correcto establecimiento de una red mitocondrial funcional y activa no sólo son necesarios 
procesos de biogénesis mitocondrial. La dinámica mitocondrial también es un aspecto importante del 
proceso a nivel celular. La fusión mitocondrial, por la cual dos mitocondrias se convierten en una a través 
de la unión de sus membranas, permite el establecimiento de una red mitocondrial extensa, 
característica típica de células metabólicamente activas (Skulachev, 2001), además de promover la 
complementación entre mitocondrias dañadas (Nakada y cols., 2001). En cambio, la fisión mitocondrial 
permite la generación de nuevas mitocondrias (Youle y van der Bliek, 2012) y la eliminación de partes 




mitocondrial es la mitofagia, o proceso que permite la eliminación de mitocondrias dañadas para evitar, 
entre otras cosas, la activación de rutas apoptóticas (Lemasters, 2014). Si bien la adquisición de una red 
mitocondrial adelantada en el modelo Hif1a/Nkx2.5 va acompañada de un ligero incremento en la 
expresión de genes relacionados con fusión mitocondrial, principalmente Opa1, así como de un 
descenso de expresión de los mediadores mitofágicos Bnip3 y Nix (Figs. 54C,59) -dianas de HIF1- la 
pérdida de Vhl conlleva una expresión disminuida de los genes de fusión Mfn1, Mfn2 y Opa1 (Fig. 29B) 
y un aumento en los genes Bnip3 y Nix (Fig. 30A). Si bien estudios previos de inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP) muestran la existencia de sitios de unión para HIF1 en los promotores de Mfn1 y Opa1 
(Guimaraes-Camboa y cols., 2015), no puede descartarse que el descenso observado en los niveles de 
estos genes en el mutante de Vhl sea consecuencia secundaria de una reducción en el número de 
mitocondrias, más que de un efecto transcripcional directo de HIF1. Por otra parte, el descenso en la 
expresión de Mgarp, gen inducido en hipoxia que codifica una proteína encargada del tráfico de 
mitocondrias a través de microtúbulos (Li y cols., 2009), también podría contribuir al agrupamiento 
mitocondrial y al fallo en el establecimiento de una red madura e interconectada en los mutantes 
Vhl/Nkx2.5 (Fig. 28A). Además, los mutantes Vhl/Nkx2.5 presentan un incremento en la expresión de 
Bnip3 y Nix (Fig. 30A), esenciales durante la activación de la mitofagia, que es operativa en estos 
mutantes en base a la detección de mitofagosomas en los análisis por MET (Fig. 30B). Estas alteraciones 
transcripcionales que favorecen la degradación de mitocondrias, junto con la inhibición de la biogénesis 
mitocondrial, también explican el reducido número de mitocondrias en este mutante y ponen de 
manifiesto el papel esencial de HIF1 como regulador del contenido y función mitocondrial en el 
miocardio embrionario 
Además de los efectos relacionados con biogénesis y dinámica mitocondrial, los resultados sugieren que 
la ruta de señalización de VHL/HIF1 juega un papel fundamental en la bioenergética celular. Por un lado, 
la activación mantenida de HIF1 en los mutantes deficientes en Vhl lleva asociada una acumulación de 
AG, tal y como sugiere la inhibición transcripcional de genes implicados en la incorporación y 
degradación de los mismos (Figs. 22B,26C), y como confirman los estudios metabolómicos mediante 
RMN-1H, que muestran un aumento de AG y un descenso en los niveles de citrato, un intermediario del 
Ciclo de Krebs. (Fig. 23). Es más, el análisis mediante MET demuestra que este incremento en la 
abundancia de AG se debe a su acumulación en forma de gotas lipídicas (Figs. 26A,B) por un bloqueo de 
su degradación, y no a un mayor flujo de los mismos en los procesos catabólicos. Por el contrario, la 
pérdida de Hif1a lleva asociada un incremento moderado en los niveles de expresión de estos genes sin 
existir acumulación de AG (Fig. 52). Este supuesto papel represor de HIF1 sobre el metabolismo de AG 
ha sido propuesto con anterioridad en contextos tumorales (Huang y cols., 2014), donde HIF1 media la 
inhibición de la expresión de los genes de diversas Acil-CoA deshidrogenasas de cadena media y larga. 




media el establecimiento de un metabolismo celular basado en oxidación de AG (Gilde y cols., 2003). Si 
bien se requiere un análisis del estado de activación de esta ruta en nuestros modelos de deleción, la 
represión que HIF1 ejerce sobre la activación de PPAR al reducir su capacidad de unión al ADN (Belanger 
y cols., 2007), podría explicar, al menos en parte, el fenotipo observado. Este mismo mecanismo 
también se ha observado en otros contextos, como en células epiteliales sometidas a condiciones de 
hipoxia, donde HIF1 inhibe la activación de la ruta de esta ruta (Narravula y Colgan, 2001).  
Por otro lado, el incremento en los niveles de HIF1α observado en los mutantes Vhl/Nkx2.5 también 
provoca un descenso en la expresión de genes (Ucp3, Ant1, CypD, Fig. 29B) que codifican para 
componentes o reguladores del mPTP. Según un estudio previo de Hom y colaboradores (Hom y cols., 
2011), el estado del mPTP juega un papel en la maduración de cardiomiocitos embrionarios. Así, la 
apertura del mPTP asociada a una expresión reducida de CypD y altos niveles de ROS, se correspondería 
con un fenotipo mitocondrial inmaduro presente a E9.5. En cambio, una mayor expresión de CypD se 
correlaciona con el cierre del poro y un descenso en los niveles de ROS, coincidente con un fenotipo 
mitocondrial más maduro detectable en cardiomiocitos a E13.5. Los autores proponen que esta 
maduración mitocondrial dirigida por el cierre del mPTP es fundamental para la completa maduración 
de los cardiomiocitos en esa ventana temporal del desarrollo. Las alteraciones descritas en nuestro 
modelo de deleción de Vhl recuerdan al fenotipo inmaduro a E9.5 descrito por Hom y colaboradores. Es 
posible, por tanto, que nuestros datos se puedan integrar en este modelo y que la señalización 
mantenida de HIF1 pueda estar influenciando la maduración de los cardiomiocitos actuando a nivel de 
regulación de la apertura del mPTP. Esta conclusión también se ve reforzada por el hecho de que los 
mutantes Vhl/Nkx2.5 presentan mayores niveles de ROS a E14.5 (Fig. 29C), compatibles con un fallo en 
el cierre del mPTP.  
5 SEÑALIZACIÓN POR HIF1/VHL Y EL SISTEMA DE CONDUCCIÓN VENTRICULAR 
La idea de que es necesario un descenso en los niveles de HIF1α para la completa maduración del 
miocardio embrionario cobra más sentido al considerar las alteraciones observadas en el 
establecimiento del SC ventricular en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Figs. 34,35). Si bien la pérdida de Hif1a 
no parece afectar al patrón de expresión de genes fundamentales para la especificación del SC, como 
Cx40, Tbx5 o Nkx2.5 (Fig. 47), el incremento en los niveles de HIF1α en las trabéculas tras la pérdida de 
Vhl sugiere que la señalización por VHL/HIF1 podría estar implicada en estos procesos (Fig. 35), así como 
en el control transcripcional de varios canales iónicos (Kcne3, Kcnc3, Scn5a, Scn4b, etc) relacionados con 
la propagación del impulso eléctrico y la contractilidad de los cardiomiocitos (Fig. 34B). Por otro lado, la 
hipoxia embrionaria ha sido recientemente vinculada a fallos eléctricos cardiacos asociados al Síndrome 
de Muerte Súbita Infantil (Neary y cols., 2013), lo que demuestra la existencia de conexiones previas 




expresión alterada en nuestro modelo de pérdida de Vhl, están implicadas en el desarrollo de patologías 
cardiacas congénitas, como el Síndrome del QT largo y el Síndrome de Brugada (Scn5a) (Kimura y cols., 
2016; Veltmann y cols., 2016) así como el Síndrome de Holt-Oram (Tbx5) (Koçak Eker y cols., 2016; Mori 
y Bruneau, 2004). 
El descenso observado en la expresión de estos marcadores en los mutantes deficientes en Vhl plantea 
un papel represor de HIF1 sobre los mismos (Figs. 34,35). Este hecho aporta más información a nuestro 
modelo, según el cual es necesario el descenso en los niveles de HIF1α: considerando este efecto 
inhibidor sobre el programa genético del SC ventricular, la ausencia de HIF1α en las trabéculas, 
principales estructuras de las que deriva el SC, es necesaria para el correcto establecimiento del mismo. 
Por otro lado, la presencia de HIF1α en el MC hasta E14.5 también podría evitar localmente la 
adquisición de un fenotipo conductivo en esa zona, permitiendo la maduración de los cardiomiocitos 
del MC a un fenotipo contráctil no conductor. Por otra parte, este efecto inhibidor de HIF1 en la 
especificación del SC parece ser específico del SC ventricular, ya que no se han detectado alteraciones 
en la especificación de otros componentes esenciales del SC cardiaco, como el nodo sinoatrial, marcado 
por la expresión del canal de potasio Hcn4 (Fig. 35D). Es más, si bien la deleción de Vhl afecta a la 
especificación del SC ventricular, este efecto no parece ser debido a un fallo en la especificación de las 
propias trabéculas, al no haber cambios significativos en su distribución o número (Fig. 12D) ni 
diferencias en el patrón de expresión de marcadores trabeculares, como Anf (Fig. 35C). 
Nuevamente, la represión transcripcional parece contradecir, a priori, la función de HIF1 como factor 
de transcripción. Sin embargo, se han descrito previamente escenarios en los que HIF1 puede influir 
negativamente en la regulación transcripcional de algunos genes.  Por ejemplo, HIF1 puede unirse a SP1, 
desplazando a c-MYC del complejo SP1/c-MYC y disminuir así su actividad, como en el caso de la 
regulación de p21 (Gordan y cols., 2007). Además, HIF1α media la transcripción de co-represores 
transcripcionales, como el co-represor 2 de REST (Rorc-2, del inglés REST co-repressor 2), descrito 
previamente como un mediador de inhibición transcripcional en hipoxia (Ortiz-Barahona y cols., 2010). 
Esta hipótesis, junto con la mencionada anteriormente sobre Mxi1, se ve apoyada por el hecho de que 
en el modelo Vhl/Nkx2.5 se observe un incremento transcripcional de Rorc-2, p21 y Mxi1. Además, 
como se ha comentado anteriormente, la inducción de diversos microARNs por HIF1 también podría 
explicar su acción inhibitoria sobre el establecimiento del SC, además de abrir nuevas líneas de 
investigación sobre el papel de los hipoxamiRs en procesos de desarrollo, diferenciación y maduración 
cardiaca. 
En esta línea, si bien la pérdida de Hif1a no causa alteraciones evidentes en el SC, la señalización 
mantenida y extendida a las trabéculas en el mutante Vhl/Nkx2.5 sí provoca una inhibición 




tanto NKX2.5 como TBX5 actúan como reguladores transcripcionales de Cx40 (Moskowitz y cols., 2007, 
2004), las señales reguladoras anteriores no están completamente establecidas. En este sentido, 
nuestros resultados sugieren un papel fundamental de HIF1 en la regulación de esta red transcripcional. 
Esto se ve reforzado por diversos hallazgos previos que vinculan HIF1 con estos factores. Por un lado, la 
descripción previa de HIF1 como regulador del promotor de Nkx2.5 en Xenopus laevis (Nagao y cols., 
2008) se ha confirmado por estudios recientes de ChIPSeq en tejido cardiaco embrionario de ratón 
(Guimaraes-Camboa y cols., 2015). Además, si bien no se ha confirmado interacción directa mediante 
ChIPSeq, Tbx5 también se ha descrito como un gen diana de HIF1 en corazón a E10.0 (Krishnan y cols., 
2008). Por otro lado, el mismo estudio de ChIPSeq propone que Cx40 pueda estar regulada a nivel 
transcripcional por HIF1, como también sugieren nuestros resultados de expresión reducida en el 
mutante Vhl/Nkx2.5, apuntando nuevamente a una contribución de HIF1 a la especificación del SC a 
través de la regulación directa de genes esenciales en la transmisión del impulso eléctrico cardiaco. 
Sin embargo, existe cierta contradicción entre nuestros resultados y estudios previos, como el hecho de 
que el incremento en HIF1α en los mutantes Vhl/Nkx2.5 provoque una disminución en la expresión de 
Tbx5, frente al efecto positivo sobre su transcripción descrito previamente en corazones deficientes en 
Hif1a a E10.0 (Krishnan y cols., 2008). No obstante, el distinto estadio de análisis o la posible existencia 
de distintos programas genéticos en el MC y en las trabéculas, podría justificar estas discrepancias. Por 
otro lado, la función cardiaca impedida en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Fig. 32), así como la existencia de 
áreas hipoquinéticas en estos corazones, sugiere unos defectos conductivos en concordancia con el 
fenotipo neonatal arritmogénico previamente descrito en los mutantes Vhl/aMHCCre (Neary y cols., 
2013) así como en los mutantes cardiacos condicionales de Phd2 y Phd3 (Minamishima y cols., 2008; 
Moslehi y cols., 2010). 
Además, tampoco se puede descartar que las alteraciones metabólicas consecuencia de la alterada 
señalización mediada por VHL/HIF1 puedan jugar un papel directo en la regulación de estos procesos. 
En múltiples contextos se ha descrito que el metabolismo influye per se en la regulación de la expresión 
génica y el control de diversos procesos, como por ejemplo,  la regulación del comportamiento de las 
células endoteliales (De Bock y cols., 2013) o la modulación de la acetilación de histonas por los niveles 
celulares de acetil-CoA (Bulusu y Aulehla, 2016). Si bien es necesario profundizar en las conexiones entre 
el estado metabólico del cardiomiocito y la regulación de estos procesos, nuestros resultados sugieren 
la existencia de conexiones entre la señalización por HIF1, el metabolismo cardiaco y el establecimiento 
del SC que pueden ser de potencial interés en el estudio de enfermedades cardiacas congénitas, 




6 FUNCIONES DE VHL INDEPENDIENTES DE HIF1α Y PAPEL DE HIF2α 
El empleo del modelo doble mutante Hif1a/Vhl/Nkx2.5 es fundamental para tratar de determinar qué 
parte del fenotipo de los mutantes Vhl/Nkx2.5 es debido a la señalización mantenida de HIF1 y qué 
parte es debida a la pérdida de Vhl per se. La combinación de los tres modelos genéticos, de pérdida de 
Vhl, Hif1a o simultáneamente de ambos genes, nos ha permitido acotar qué alteraciones fenotípicas 
son atribuibles a HIF1 y cuáles no. Tanto el incremento glucolítico observado, como la inhibición del 
establecimiento de una red mitocondrial madura estarían causados por el incremento en HIF1α y no 
por la pérdida de Vhl, al observarse inhibición glucolítica (Figs. 25B,C,D), aparición mitocondrial 
adelantada a E12.5 (Figs. 55C,D), sin alteraciones a E14.5 (Fig. 31), y un metabolismo lipídico normal 
(Fig. 27) en el doble mutante. Así mismo, las alteraciones en función cardiaca y adelgazamiento del MC 
presentes tras la deleción de Vhl a E14.5 estarían causadas por la expresión ectópica de HIF1, al verse 
rescatadas en el modelo de doble deleción (Figs. 14,33). Por otro lado, la exposición de hembras 
gestantes a hipoxia (10% O2) durante 48 horas resulta en un fenotipo cardiaco similar y la misma 
distribución alterada de GLUT1 que en los mutantes Vhl/Nkx2.5 (Figs. 13, 25A), apoyando la conclusión 
de que esos defectos son debidos a una señalización incrementada por factores HIF. 
Curiosamente, al margen de la recuperación de unas dimensiones del MC normales, en el modelo doble 
mutante no se consigue un rescate de la letalidad embrionaria tras la pérdida de Vhl y el rescate en los 
niveles de expresión de Cx40 es sólo parcial (Fig. 36). Por otra parte, el modelo Hif1a/Nkx2.5 no presenta 
letalidad embrionaria ni postnatal, y tampoco muestra alteraciones morfológicas (Fig. 41,60) ni en el 
establecimiento del SC (Fig. 47) a E14.5, además de presentar una función cardiaca normal en la etapa 
adulta en condiciones basales (Figs. 61,62). Ambas observaciones soportan la conclusión de que las 
alteraciones no rescatadas en el modelo de doble deleción puedan ser debidas a funciones de VHL no 
relacionadas con la regulación de HIF1, como se ha mencionado anteriormente.  
Por otro lado, es importante tener en cuenta que VHL también regula a la isoforma HIF2α. En relación 
a esta isoforma de HIF, resultados preliminares de nuestro laboratorio, no mostrados en esta Tesis 
Doctoral, apuntan a que, durante el desarrollo cardiaco, HIF2α se expresa a bajos niveles en el 
endocardio y parte del epicardio, pero no en el miocardio. Ante la pérdida de Hif1a podría tener lugar 
una regulación positiva de Hif2a, que permita compensar la pérdida de actividad de HIF1 y garantizar 
un correcto desarrollo cardiaco. Sin embargo, en el caso del doble mutante, donde la pérdida de Hif1a 
es simultánea a la deleción de Vhl, la activación de HIF2 sería mucho mayor que en el caso del mutante 
Hif1a/Nkx2.5.  De este modo, la sobreactivación de HIF2 en el doble mutante podría tener efectos 
deletéreos en etapas tardías de la gestación. Es más, dada la contribución del linaje de NKX2.5 al 
endocardio y al epicardio, estructuras con expresión de HIF2, los defectos vasculares y valvulares 




estas estructuras. Por ejemplo, c-MYC y el receptor tirosina quinasa TIE2, ambos reguladores de la 
proliferación celular, están regulados por HIF2 y se ha descrito su expresión en las válvulas embrionarias 
(Jaffredo y cols., 1989; Lincoln y cols., 2004). Por otro lado, el factor de transcripción Twist1, que coopera 
con Snail para promover procesos de EMT, también es una diana de HIF2 (Gort y cols., 2008). Así, una 
hipotética activación de HIF2 en el endocardio valvular podría desencadenar un mayor grado de TEM 
por sobreexpresión de Twist1 y Snail, lo que podría contribuir al fenotipo de hipertrofia valvular 
observado en los mutantes Hif1a/Vhl/ Nkx2.5. Además, el aumento en HIF2α también está asociado a 
un incremento en la expresión del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular A (Vegfa, del inglés 
Vascular Endothelial Growth Factor) (Miquerol y cols., 2000), lo que podría estar relacionado con las 
alteraciones coronarias descritas en el doble mutante y mutante simple de Vhl.  
Estas observaciones abren una interesante línea de investigación sobre el papel de HIF2 tan poco 
estudiado durante el desarrollo cardiaco, especialmente en el endocardio y sus procesos relacionados, 
como la formación de la vasculatura coronaria, el desarrollo de las válvulas y la trabeculación. Así, tanto 
el modelo de doble deleción, como nuevos modelos de deleción de Hif2a mediante el empleo de 
diversas Cre, como Nkx2.5-Cre o TnTc-Cre (cardiomiocitos) o Nfatc1-Cre (endocardio), supondrían unas 
herramientas idóneas para estos estudios en el futuro. 
Por otro lado, además de la regulación de los factores HIF, VHL se ha descrito como regulador de 
múltiples funciones celulares de manera independiente de HIF, como senescencia (Young y cols., 2008), 
apoptosis (Guo y cols., 2009), estabilidad de microtúbulos (Hergovich y cols., 2003) y regulación de la 
matriz extracelular (Ohh y cols., 1998), entre otras. Estas funciones podrían jugar un papel importante 
durante etapas finales del desarrollo, contribuyendo también a los defectos valvulares, del SIV y/o del 
desarrollo coronario en los dobles mutantes a E17.5 (Fig. 37,38). Por ejemplo, un estudio previo de Tang 
y colaboradores demuestra el papel esencial de Vhl en células endoteliales por su papel en la regulación 
del ensamblaje de la fibronectina (Tang y cols., 2006), la cual forma parte de la matriz extracelular de 
los cojines endocárdicos (Bouchey y cols., 1996). Puesto que el remodelado de la matriz extracelular es 
un proceso fundamental en las etapas finales del desarrollo de las válvulas cardiacas, estas 
observaciones apoyan la hipótesis de un papel de VHL en los procesos de valvulogénesis. Por todo ello, 
una mayor caracterización del modelo Hif1a/Vhl/Nkx2.5, incluyendo estudios masivos del perfil 
transcripcional, podría proporcionar información novedosa sobre nuevas funciones de VHL durante la 
cardiogénesis y la maduración del corazón en etapas cercanas al nacimiento, además de aportar nueva 




7 ADAPTACIONES METABÓLICAS TRAS LA PÉRDIDA DE HIF1α  
Si bien los resultados mostrados en esta tesis demuestran claramente los efectos negativos de una 
señalización de HIF1 mantenida en el tiempo y extendida a las trabéculas, resulta curioso que la pérdida 
de Hif1a no tenga, aparentemente, mayores consecuencias ni para el desarrollo cardiaco (Fig. 41) ni 
para la posterior etapa adulta. La adquisición adelantada de una red mitocondrial madura a E12.5 (Figs. 
53,54,55A,B), junto con la inhibición de la vía glucolítica observada en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 
49,50), sugiere la existencia de mecanismos compensatorios adaptativos a nivel metabólico que 
permiten al corazón embrionario continuar con el proceso de desarrollo sin mayores consecuencias. Por 
una parte, el incremento en el número de mitocondrias a E12.5 en estos mutantes está claramente 
justificado por la pérdida de los mecanismos de represión transcripcional mediados por HIF1 descritos 
anteriormente. Como se ha mencionado antes, la disponibilidad de AG en la sangre fetal en torno a 
E12.5 es bastante limitada (Lopaschuk y Jaswal, 2010), por lo que, en principio, la oxidación de AG no 
podría sustentar la demanda energética celular a este estadio. Sin embargo, estos mutantes presentan 
una respuesta adaptativa consistente en el incremento transcripcional de genes involucrados en la 
incorporación y degradación de aminoácidos (Figs. 48,56A,B). En este sentido, los resultados del análisis 
metabolómico mediante RMN-1H (Figs. 57) no permiten extraer conclusiones claras, debido en parte a 
que el análisis de corazones embrionarios aislados mediante esta técnica no aporta resolución suficiente 
para la cuantificación de aminoácidos individuales. Por ello, hemos planteado un abordaje experimental 
con mayor sensibilidad, como el proporcionado por la técnica de Espectrometría de Masas, que está en 
proceso, para tratar de determinar con mayor resolución alteraciones en las rutas degradativas de 
ciertos aminoácidos. Por otra parte, estas adaptaciones metabólicas no parecen alterar el 
comportamiento del MC, como demuestra la ausencia de diferencias en la expresión de Mycn (Fig. 43), 
un marcador de identidad del MC. 
Pese a su baja resolución en este modelo, mediante RMN-1H se han identificado ciertas alteraciones, si 
bien su interpretación no es tan inmediata como en el modelo de ganancia de función por deleción de 
Vhl. Por un lado, resulta llamativo que, ante una situación de glucolisis inhibida, no se observe un 
descenso significativo en los niveles de lactato. Sin embargo, en situaciones donde la glucolisis está 
dirigida a la producción de intermediarios de biosíntesis para favorecer proliferación celular, los niveles 
de lactato producidos no llegan a elevarse hasta los alcanzados en una glucolisis orientada a la 
generación de ATP (Ryan y cols., 2015). Por tanto, en condiciones basales (embriones control) la 
producción de lactato sería limitada, ya que el programa glucolítico del MC está asociado a la 
proliferación de esta capa. Esta situación de partida en el control, podría explicar en parte la ausencia 
de bajada en los niveles de lactato en el caso del mutante de Hif1a, pese al bloqueo sustancial de la 




piruvato, no siempre puede establecerse una correlación entre flujo glucolítico y abundancia de lactato 
(Ryan y cols., 2015). También se observa un incremento en los niveles de glutamina en el mutante 
Hif1a/Nkx2.5. La glutamina puede transformarse, a través de diversas reacciones enzimáticas, en 
citrato, oxalacetato o malato. Estos metabolitos pueden incorporarse al Ciclo de Krebs, pero también 
pueden sufrir otras reacciones que tienen como producto final lactato: el citrato puede transformarse 
en oxalacetato y éste, a su vez, ser transformado en fosfoenolpiruvato o reaccionar con el malato para, 
en ambos casos, generar piruvato, el cual puede ser convertido en lactato. También se observan 
mayores niveles de AG en los mutantes Hif1a/Nkx2.5. Este resultado, sin estar asociado a la detección 
de gotas lipídicas mediante MET (Fig. 52B,C), puede parecer contradictorio, al ser análogo al obtenido 
para el modelo de pérdida de Vhl (Fig. 23), donde el incremento era debido a la acumulación intracelular 
de los mismos. Sin embargo, hay que recordar que esta técnica, en ausencia de marcaje isotópico, ofrece 
una instantánea del estado metabólico celular, pero no aporta información sobre los flujos metabólicos. 
Así, la mayor abundancia de AG en ausencia de su acumulación en forma de gotas lipídicas podría ser 
debida a un mayor flujo a través del metabolismo mitocondrial, justificado por el mayor número de 
mitocondrias presente en los mutantes deficientes en Hif1a a E12.5 (Fig. 55), así como por el hecho de 
que la expresión de Crat y Lpl, implicados en incorporación y transporte de AG se encuentra 
incrementada (Fig. 52A). Esta hipótesis también está en acuerdo con el ciclo de Randle, según el cual 
existe una competición entre el metabolismo glucolítico y la degradación de AG (Randle y cols., 1963). 
Así, ante una situación de inhibición glucolítica, un mayor aporte de AG apuntaría a una mayor 
degradación mitocondrial de los mismos. 
Por otra parte, si bien no se observan procesos de mitofagia en el modelo Hif1a/Nkx2.5 (Fig. 59), existe 
un incremento transcripcional significativo de p62 en estos corazones embrionarios. P62 es una proteína 
de reconocimiento del cargo implicada en la degradación autofágica de proteínas celulares con el 
objetivo de reciclar sus componentes aminoacídicos (Lim y cols., 2015). Puesto que en estas etapas 
centrales de la gestación la renovación de proteínas, especialmente factores de transcripción, es muy 
rápida y elevada (Merz y cols., 1981), su degradación mediante mecanismos dependientes de P62, por 
un redireccionamiento del flujo autofágico, supondría una vía adicional de obtención de aminoácidos 
para sustentar el metabolismo celular hasta el establecimiento de un sistema maduro de degradación 
de AG. Esta hipótesis sobre el uso catabólico de los aminoácidos también se ve apoyada por el hecho 
de que la ruta de mTOR, dirigida a un incremento en la síntesis proteica en respuesta al aumento en la 
disponibilidad de aminoácidos (Morita y cols., 2015; Wang y Proud, 2006), no se encuentra activa, a 
nivel de la fosforilación de E4BP-1, e incluso inhibida a nivel de la fosforilación de S6K (Fig. 58). Si bien 
son necesarios estudios de la activación de la vía de AMPK, que activaría, entre otros procesos, el uso 
de los aminoácidos como fuente energética (Gwinn y cols., 2008; Horman y cols., 2002), los resultados 




proveer intermediarios del Ciclo de Krebs, ante la inhibición glucolítica causada por la pérdida de Hif1a. 
Esta hipótesis se ve reforzada por el incremento transcripcional observado a E12.5 en genes codificantes 
de transportadores de aminoácidos y enzimas catabólicas de los mismos (Fig. 56). 
Finalmente, no puede descartarse una compensación por HIF2 ante la pérdida de Hif1a, si bien es cierto 
que esta compensación, de tener lugar, no sería completa, ya que no existe un solapamiento total entre 
los genes diana de ambas isoformas (Hu y cols., 2003). Por ejemplo, los genes glucolíticos están 
regulados por HIF1, pero no por HIF2α. Resultados preliminares no mostrados en esta Tesis Doctoral 
apuntan a que tal compensación no tiene lugar en etapas embrionarias, estando HIF2 expresado 
principalmente en células del endocardio y parte del epicardio. Además, no hemos observado un 
aumento en los niveles de ARNm de Hif2a en corazones de embriones deficientes en Hif1a, lo cual 
apunta a que, al menos a nivel transcripcional, no parece haber mecanismos de compensación por 
inducción de Hif2a en cardiomiocitos. Sin embargo, son necesarios más experimentos, incluyendo 
análisis de los niveles de proteína de HIF2 o la generación de un doble mutante Hif1a/Hif2a para dar 
una respuesta definitiva a esta cuestión. 
Otro aspecto interesante es la aparente ausencia de fenotipo cardiaco en los mutantes Hif1a/Nkx2.5 en 
la etapa adulta (Figs. 60,61,62). Por un lado, en condiciones basales, no resulta sorprendente. Si las 
adaptaciones metabólicas anteriores a E12.5 son suficientes, como sugiere el normal desarrollo de estos 
embriones, para garantizar el correcto desarrollo del corazón, una vez establecido el catabolismo de 
AG, el hecho de contar con una inhibición glucolítica no debería ser perjudicial para estos animales. Sin 
embargo, se ha descrito un importante papel de HIF1 durante procesos patológicos o en respuesta a 
situaciones de estrés cardiaco como sobrecarga por presión mediante constricción de la aorta torácica 
o ante un proceso isquémico provocado por un infarto de miocardio (Kido y cols., 2005; Nakada y cols., 
2016; Semenza, 2014; Wei y cols., 2012). Un aspecto muy interesante a estudiar en el futuro, que podría 
aportar más información acerca del papel de HIF1 en estos procesos, es analizar la respuesta del modelo 
Hif1a/Nkx2.5 en la etapa adulta ante estas situaciones de estrés cardiaco para determinar la 
importancia de una reprogramación metabólica en condiciones de isquemia en el miocardio adulto y 
determinar el papel de HIF1 en la regulación bioenergética cardiaca con fines adaptativos.  
8 MODELO PROPUESTO 
En conjunto, los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral permiten establecer un modelo de 
expresión dinámico de HIF1α durante el desarrollo cardiaco (Fig. 64). Según este modelo, la presencia 
de HIF1α en el MC permite establecer un metabolismo glucolítico esta región, a la vez que reprimiría la 
expresión de genes relacionados con un fenotipo conductivo. Por el contrario, la ausencia de HIF1α en 




además de permitir la expresión de un programa genético esencial para la especificación del SC 
ventricular. Además, el descenso en los niveles de HIF1α en torno a E14.5 en el MC es necesario para la 
formación de una red mitocondrial madura y para favorecer un cambio metabólico de glucolisis a 
oxidación de AG. Por otro lado, la señalización de HIF1 no parece ser imprescindible en el MC, ya que 
su pérdida es compatible con el desarrollo cardiaco y la viabilidad y conlleva adaptaciones metabólicas 
basadas en el uso de aminoácidos como sustrato energético hasta el establecimiento del catabolismo 
de AG en etapas posteriores. En resumen, este modelo establece el papel fundamental de HIF1 como 
regulador del metabolismo cardiaco embrionario y, bien a través de su control metabólico o por 
mecanismo independientes, en la especificación del SC ventricular. Nuestro trabajo además plantea la 
existencia de posibles nuevas funciones de HIF2 y de VHL durante el desarrollo cardiaco y abre nuevos 
horizontes para explorar la importancia de la señalización de VHL/HIFs en la regulación bioenergética 





























1) La distribución de HIF1α en el corazón embrionario está regulada tanto a nivel temporal como 
espacial, presentando un descenso paulatino de sus niveles a medida que progresa la cardiogénesis 
entre E9.5 y E14.5, así como un patrón heterogéneo coincidente con las regiones anatómicas del 
corazón en desarrollo, con altos niveles de HIF1α en el miocardio compacto y una exclusión de su 
expresión en las trabéculas a estadios de gestación intermedios (E12.5).  
 
2) Las cámaras ventriculares embrionarias presentan compartimentos metabólicos bien 
diferenciados en sus dos regiones anatómicas, con un programa glucolítico activo en el miocardio 
compacto frente a un mayor contenido y actividad mitocondrial en las trabéculas.  
 
3) La programación metabólica de las cámaras ventriculares en desarrollo está sujeta a una regulación 
temporal, con una reducción paulatina del metabolismo glucolítico y un aumento progresivo del 
contenido y actividad mitocondrial en el miocardio compacto, dando lugar a un cambio o “shift” 
metabólico coincidente con la disminución gradual en los niveles de HIF1α. 
 
4) La distribución heterogénea de HIF1, y su señalización positiva en el miocardio compacto hasta 
E12.5, es responsable del establecimiento de los compartimentos metabólicos en las cámaras 
ventriculares embrionarias. Además, la reducción en los niveles de HIF1α permite el cambio 
metabólico que opera entre E12.5 y E14.5, favoreciendo la oxidación de ácidos grasos 
 
5) La activación mantenida de la señalización de HIF1 en el miocardio compacto, tras la deleción de 
su regulador negativo Vhl, destruye los compartimentos metabólicos del miocardio en desarrollo y 
resulta en activación permanente de la ruta glucolítica, reducción dramática de la red y actividad 
mitocondrial y defectos de contractilidad, asociados a un severo adelgazamiento del miocardio 
compacto, disfunción cardiaca y letalidad embrionaria. 
 
6) HIF1 ejerce un papel inhibitorio sobre distintos genes implicados en conducción y contracción y su 
ausencia en las trabéculas permite el establecimiento del programa genético responsable del 
correcto desarrollo del Sistema de Conducción ventricular.  
 
7) HIF1 regula el estado metabólico, la maduración y función cardiaca a nivel de cardiomiocito de 
manera autónoma de célula, aunque la pérdida de Vhl en el linaje NKX2.5 resulta en alteraciones 





8) Además de su efecto regulador sobre los niveles de HIF1α, la proteína VHL desempeña 
funciones esenciales durante el desarrollo cardiaco y su pérdida en el linaje de NKX2.5 resulta 
en letalidad en etapas perinatales asociada a defectos valvulares y del septo interventricular.  
 
9) A pesar de la fina regulación de su distribución espacial y temporal en las cámaras ventriculares 
embrionarias, la presencia de HIF1 es prescindible para la correcta formación, maduración o 
función cardiaca y su ausencia pone en marcha mecanismos compensatorios compatibles con 
la viabilidad de ratones deficientes para Hif1a, incluyendo la activación del catabolismo de 
aminoácidos.  
 
10) Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto el papel inhibitorio de HIF1 sobre diferentes 
genes que controlan procesos biológicos esenciales en el desarrollo cardiaco, desde la 
biogénesis mitocondrial hasta la formación del Sistema de Conducción ventricular, planteando 
la existencia de vías de regulación negativa dependientes de HIF1 y abriendo nuevas 
perspectivas para la identificación de microARNs o represores transcripcionales regulados por 





















1) HIF1α distribution within the embryonic heart is regulated both at temporal and spatial level, 
showing a progressive decrease in its levels as cardiogenesis progress between E9.5 and E14.5, as 
well as a heterogeneous pattern coincident with the embryonic heart anatomic regions, with high 
HIF1α levels in the compact myocardium and its absence in the trabeculae by midgestation (E12.5). 
 
2) Embryonic ventricular chambers display well stablished metabolic compartments by the anatomic 
regions, with active glycolytic program in the compact myocardium opposite to higher 
mitochondrial content and activity in the trabeculae. 
 
3) The metabolic programming of the developing ventricular chambers is subject to a temporal 
regulation, with a gradual reduction of the glycolytic metabolism and a progressive increase in 
mitochondrial content and activity in the compact myocardium, resulting in a metabolic switch that 
happens together with the gradual decrease in HIF1α levels. 
 
4)  HIF1 heterogeneous distribution and signaling in the compart myocardium up to E12.5 is 
responsible for the establishment of the metabolic compartments in the embryonic ventricular 
chambers. Also, HIF1α levels drop allows the metabolic switch that takes place between E12.5 and 
E14.5, stimulating fatty acid oxidation. 
 
5)  HIF1 sustained signaling in the compact myocardium upon deletion of its negative regulator Vhl 
destroys the metabolic compartments of the developing myocardium and causes permanent 
activation of the glycolytic pathway, dramatic reduction of the mitochondrial network and activity 
and contractility defects, together with severe compact myocardium thinning, cardiac dysfunction 
and embryonic lethality. 
 
6) HIF1 plays an inhibitory role over several genes involved in conduction and contractility and its 
absence in the trabeculae allows the establishment of the genetic program controlling proper 
development of the ventricular conduction system. 
 
7) HIF1 regulates the metabolic status, the maturation and the cardiac function in cardiomyocytes in 
a cell-autonomous manner, even though Vhl loss in Nkx2.5 lineage results in HIF1-independent 
vascular alterations in the epicardium or the endocardium. 
 
8) In addition to its regulatory effects on HIF1α, VHL protein plays essential functions during cardiac 
development and its loss in Nkx2.5 lineage results in perinatal lethality associated to valve and 




9) Despite of the fine regulation of HIF1α spatial and temporal distribution in the ventricular 
chambers, the presence of HIF1α is dispensable for proper cardiac development, maturation or 
function and its loss initiates compensatory mechanisms compatible with the viability of Hif1a-
deficient mice, including aminoacid catabolism activation. 
 
10) The results of this Thesis demonstrate the inhibitory role of HIF1 on different genes that control 
distinct biological processes essential for cardiac development, from mitochondrial biogenesis to 
ventricular conduction system formation, suggesting the existence of negative HIF1-dependent 
regulatory pathways and opening new perspectives for the identification of microRNAs or 
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Imagen de portada 
Ampliación de la pared del ventrículo derecho 
de un corazón embrionario a E12.5 teñido por 
inmunofluorescencia. Los núcleos teñidos con 
DAPI se muestran en azul, el transportador de 
glucosa GLUT1 en verde y el marcador de 
cardiomiocitos Troponina T en rojo. 



















Imagen de contraportada 
Dibujo integrando la reducción en los niveles de 
HIF1α (globos), el cambio metabólico de 
glucolisis (caramelos y gorra azul) a ácidos 
grasos (zanca de pollo y gorra roja) y la 
maduración del corazón embrionario 
(corazones de atrás a adelante). 
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